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A-4-Desaturasen aus Euglena gracilis, exprimierende Pflanzen und PUFA enthaitende 
die 

Besciireibung 

Die vorliegende Erfindung betrlfft ein verbessertes Verfahren zur spezif isclien Her- 
stellung von ungesattigten a)-3 Fettsauren sowie ein Verfahren zur Heretellung von 
Triglyceriden mit einem erhShten Gehalt an ungesattigten Fettsauren. besonders von 
(0-3 Fetlsiuren mit mehr als drei Doppelbindungen. Die Erfindung be^rrfft die Her- 
stellung eines transgenen Organismus bevorzugt einer ^^^"sgenen Rlanze oder^^^^^ 
transgenen Miicroorganismus mit erhohtem Gehalt an Fettsauren. ^^^^""^'^^'^^^^ 
mit A 4-Doppelbindungen aufgrund der Expression einer A.4.Desaturase aus Euglena 

gracilis. 

SBOUBOZ einen Vektor und Organismen enthaltend mindestens eine Nukleinsaurese 
^nz^ Te ExpressionslOasette. AuBerdem betrlfft die E*''"*^"? ""9!^«f « 
Fe^uraH^e rSgVcerlde mit elr«m erhahten Gehalt ar, ur«esatt,gten Fettsaurer, 

und deren Verwendung- 

Fettsauren und Triglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebensnrut- 
relSe der Tierernahrung. der Kosmetik und im Pharmabereich. Je nachdem ob 
es sichTr^ freie gesattigte oder ungesattigte Fettsauren oder urn Tnglycende mrt 
e^em erhohin lehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt. s.nd s,e 
fOr die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. 

PtoduKBon mehtfach ungesStligter langkettlger Fettsauren. 
t, so werden belspielsweise mehrfach ungesattigte 

». iQ ripr Fermentation von entsprechenden Algen (z.B. i nrausio 
^MSC prn ts MTe-ella). Die frelen Fett^uren werden vorteunan durch 

Verseifung liergestellt. 
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Je nach Anwendungszweck sind Ole mit gesattiglen Oder ungesattigten Fettsauren 
bevorzugt. so sind z.B. in der humanen Emahrung Upide mit ungesattigten Fettsauren 
speziell mehrfach ungesattigten Fettsauren bevorzugt, da sie einen posrtiven Einfluss 
auf den Cinolesterinspiegel im Slut und damit auf die I\/I6gliclil<eit einer Herzerkrankung 
haben. Siefinden in verschledenen diatischen Lebensmittein Oder Medikamenten 
Anwendung. 

Aufgmnd ihrer positiven Eigenschatten hat es in der Vergangenheit nicht an Ansateen 
gefehlt. Gene, die an der Synthese von Fettsauren bzw. Triglyceriden beteiligt sind. fur 
die Hersteilung von Glen In verschiedenen Organismen mit geandertem Gehalt an 
ungesattigten Fettsauren verfugbar zu machen. So wird in WO 91/1 3972 und seu.em 
ul-Aqui^lent eine A-9-Desaturase beschrieben. In WO 93/1 1245 wrd e,ne de^ - 
15-Desaturase in WO 94/1 1516 wird eine A-12-Desaturase beanspmcht Weitere 
D^tur^^eT^rden beispie.sweise in EP-/^ 550 162. WO 94/1833J WO 97^0582. 
WO 97/21340. WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey et al.. J. Biol. Chem 265. 
^990 20 44-20149. Wada et al., Nature 347, 1990: 200-203 oder Huang et al. Up.ds 
34 1999- 649-659 beschrieben. Die biochemische Charakterisierung der verschiede- 
nen Desaturasen ist jedoch bisher nur unzureichend erfolgt, da die Enzyme als 
rmbrXebun^^^^^ Protelne nur sehr schwer zu isolieren ""^1 f araktens™^ 
Son et al . Methods in Enzymol. 71. 1981: 12141-12147, Wang et al Plant 
rh^r^ochem.. 26. 1988: 777-792). In der Regel erfolgt die Cha^~9 
membrangebundener Desaturasen durch EInbringung in einen 9ee.QKieten Organis- 
Turder anschlieBend auf Enzymakfivitat mtttels EduW- ""^/i^f ^^^^^^^ 
sucht wird. A -6-Desaturasen werden in WO 93/06712. US 5.614.393. US5614393 
WO 9^21022. WO0021557 und WO 99/27111 beschrieben ^^^^^^l^"^^'"''''''^ 
zur Produktion in transgenen Organismen beschrieben wie in W098467^ 
W09846764 W09846765. Dabel wird auch die Expression verschiedener IDesatura 
re^vS^rwog^eie Oder W09846776 und Bildung polyungesattigter Fettsauren 
beschrieben und beansprucht. 

Fur die Synthese von Docosahexaensaure (DHA) werden verschiedene Synthesewege 

^Fin 1^ So erfolot die Produktion von DHA in marinen Baktenen w.e Vibrio 
TTbZ1T.T^^^^^^ Polyketld-Weg (Yu. R. et aK Upids 35:1061-1064. 
2000: Takeyama. H. et al. Microbiology 143.2725-2731 . 1 1 97)). 

Ein alternative Strategle veriauft iiber die wechselnde Aktivitat von Desaturasen und 
Elonqrse^^^^^ T.K. et al. Plant Journal 31 :255.268. 2002; Sakuradani. E. et a . 

5 Gr2?8:4S-453.1999).DerletzteSchrmsteIltdabeld^ 

WnSungfn position 04-05 durch eine A4-Desaturase dar. In diesem Z^sammenhang 
^?de ?on Sprecher et al. (Voss. A. et al. Journal of Biological Chemistry 266:1 9995- 
S ?991) demonstriert dass DHA auch unabhangig einer A^4-Desatu^se n 
RattVnIebern synthetisiert werden kann. Fur die Hersteilung in Pflanzen ""d M'kro- 

0 orS^men ii der sogenannte Sprecher-Syntheseweg (siehe Figur 1) allerdings n ch 
Snet da die Regulatfonsmechanismen. die der a-Oxidation zugmnde liegen. nicht 
bekannt sind. 



BASF Plant Science GmbH 



20030192 



PF 54442 DE 



3 

Verschiedene A4-Desaturasen sind bereits in WO200226946 und WO20020g0493 
beschrieben. 

Bzgl. der Effektivitat der Expression von Desaturasen und ihrem Einfluss auf die 
Bildung polyungesattigter Fettsauren ist anzumerken, dass durch Expression der 
entsprechenden Desaturase wle bisher beschrieben (siehe oben) lediglich geringe 
Gehalte an delta-4 ungesSttlgten FettsaurenA-ipiden en^eicht wurden. Des weiteren 
ist fiir die obengenannten Enzyme keine Spezif itat fur die ernalirungsphysiologisch 
wichtige sn-2 Position in Glycerolipiden beschrieben (Hunter, JE. Lipids 36(7):655-668, 
2001). 

Nach \wie vor besteht daher ein gro3er Bedarf an neuen und besser geeigneten 
Genen, die fur Enzyme kodieren, die an der Biosynthese ungesattigter Fettsauren 
beteiligt sind und es enmSglichen, bestimmte FettsSuren spezffisch in einem technl- 
schen MaBstab herzustellen, ohne dass unenwunschte Nebenprodukte entstehen. Bei 
der Auswahl von Biosynthesegenen sind vor allem zwei Merkmale besonders Nwichtig. 
Zum einen besteht nach wie vor ein Bedarf an veri^esserten Verfahren zur Gewinnung 
moglichst hoher Gehalte an polyungesattigten Fettsauren, Zum anderen sollten die 
eingesetzten Enzyme hoch spezifisch fur ein bestimmtes Substrat sein, da moglichst 
keine ungewunschten Nebenprodukte entstehen dCirfen, die moglicherweise negative 
Oder bisher nicht erforschte physiologische Effekte in der Nahrungsmitteianwendung 
haben. 

Urn eine Anreicherung der Nahrung und des Futters mit diesen spezifisch hergestell- 
ten, mehrfach ungesattigten Fettsauren zu ermoglichen, besteht daher ein groBer 
Bedarf an einem einfachen, kostengCinstigen Verfahren zur Hersteliung dieser mehr- 
fach ungesattigten FettsSuren mIt Hllfe von moglichst spezifischen Enzymen, die an 
der Fettsaurebiosynthese beteiligt sind. 

Es bestand daher die Aufgabe fur die Hersteliung von mehrfach ungesattigten Fett- 
sauren in einem Organlsmus vorleilhaft in einem eukaryontischen Organismus 
bevorzugt in einer Pflanze neue Nukleinsauren zu isolieren, die moglichst spezifisch an 
der Synthese dieser mehrfach ungesattigten Fettsauren beteiligt sind. Diese Aufgabe 
wurde durch die erfindungsgemaBen isolierten Nukleinsauresequenzen gelost, die fur 
Polypeptide mit A-4-Desaturaseaktivitat codleren, ausgewahit aus der Gruppe: 

a) eIner Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargesteliten Sequenz, 

b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerierten genetischen 
Codes von der in SEQ ID NO: 1 enthaltenden codierenden Sequenz ableiten 
lessen, oder 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargesteliten Nukleinsauresequenz, die fur 
Polypeptide mit der in SEQ ID NO: 2 dargesteliten Aminosauresequenzen - 
codieren und mindestens 40 % Homologie auf Aminosaureebene mit 
SEQ ID NO: 2 aufweisen und eine A-4-Desaturaseaktivitat aufweisen. 
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Oberraschenderweise wurde gefunden. dass eine ^^J^^^^*"^^^^"" ^^^^^^ 
qracHis besonders spezifisch fur die Umseteung von Docopentaensaure (DPA) zu 
Docohexaensaure (DHA) ist. wenn sie in einem heterologen System expnm^art 
weSenDamitkann^ 

aestelit werden. wobel die Spezifitat des gefundenen Enzyms das Entstehen von 
rn?^nscmen Nebenprodukten stark reduziert. Dabei ^rd <^i^i>0PP^^^^^^^ 
Position C4-C5 der FettsSure nur eingefugt, wenn m 
Doppelbindung vorhanden ist. Das gefundene Enzym kann damrt n cht ""J 
synthase von DHA aus DPA. sondem auch zur Synthase von «P«^^ ^" ^^^^^^^^ 
dte in der Natur nur begrenzt bis gar nicht vorkommen vemendet werden. Be.sp.ele 
solcher Fettsauren sind 16:2 A4. A7 oder 16:3 A4. A7. AID. A13.. 

Dies unterscheidet vorteilhaft die gefundene ^D«f "f 
Spezifitat und Aktivitat den Enzymen des Slandes der Technik. 

Sf&Z rafrsynthese mehrfaoh ungesSttlgter lanflteWger Fettsauren in den 
Nukleinsaure gelost. 

Die aefundene A-4-Desaturase unterscheidet sich von den bereits beschriebenen A4- 
Ds'aru^^^^^^^^^^^ 

Die Euglena-Sequenzzeigtzu der Thraustochytnum-Sequenz (WO20022694b) nur 
^ ofrnSchkert auf Arr,inosaure-Ebene.. in Fig. 2 ist ein Sequ^"-^^^^^^^ 
gefundenen Euglena-Sequenz mit der Sequenz aus Thraustochytnum. >n F.g. 3 .st 
25 das GAP-Alignment gezeigt. 

n«r Beariff "A-4-Desaturase" Im Sinne der Erfindung umfasst Proteine, die an. der 
D^saturiemng von Sttsauren vorteilhaft von FettsSuren. die an Position 7 der Fet^. 
S;^ireine D^^^^^^^^ haben. tei.nehmen. sowie ihre Homologen. Denvaten 
Oder Analoga. 

Bei einer weiteren Ausf Ohrungsform kodieren Derivate des f "^""f 9^^^^^^^^ ^ o/, 
Nukleinsauremolekuls wieder gegeben in SEQ ID NO: 1 P"^*^'"^,"'^.^^^^^^^ 
vorteilhaft etwa50bis60%.v™ 

bevorzugt mlndes^ens e^^ 70 b.s 80 ^, 80 ^« ^, 90 «d ^^^^^.^„^^ 
bevorzugt mindestens etwa 96 %. 97 98 J>. 99 ^ oaer me 
zur vollstandigen Aminosauresequenz der SEQ ID NO. 2. ® "^"'"'"y'" ., 
den gesLen Aminosaure- bzw. Nukleinsauresequenzbere.ch berech"^^^^^^^^^^ d^ 
SequUergleiche wurde das Pro^-m P^eUp — ^^^^ ^ P^grm" Gap 

351-360. 1987. Higgins et ^A^'°^;,^J,^f^„ 'f (1970) und Smith and 
und BestFit [Needleman and ~ M^^^^ ^3,,,. 
Waterman (Adv. Appl. Math. 2, 482-483 o sbi )\, oie im 1 M 991 M 

Is computer Group. 575 Science Drive. Madison. Wisconsin. USA 53711 (1991)] 



BASF Plant Science GmbH 



20030192 



PF 54442 DE 



enthalten sind. Die oben in Prozent angegebenen Sequenzhomologiewerte v^jrden ^ 
dem Programm BestFIt Qber den gesamten Sequenzbereich mrt tolgenden Bnstellun- 
gen ermittelt: Gap Weight: 8, Length Weight 2. 

Die Ertindung umfasst zudem Nukleinsauremoiekule. die sich von einer der in 

ID NO 1 gezeigten Nukleotidsequenzen (und Teilen davon) aufgrund des 
de^eneriert^ genetSchen Codes unterscheiden und somit die gleiche A-4-Desaturase 
Sen wTe dSenige. die von der in SEQ ID NO: 1 gezeigten Nukleofdsequenz 



kodiert wird. 



10 



Ziisatzlich zu der in SEQ ID NO: 1 gezeigten A-4-Desaturase-Nukleotidsequenz 
existieren kSnnen. Diese genetischen Polymorphismen im ^-'^-^^^^^"^^ff 




DoppelWndungen kSnnen konjugiert Oder n«*t koniugrart sein. 
e,yoe,o»piden elne 

handelt es sich urn eine monof unktionelle A-4-Desaturase. 
verwendet werden. 
35 isolieren. 

Allelvarianten umfassen insbesondere funktionelle ^jL^^^^^^^^ 
Tnlertion oder Substitution von Nukleotiden aus '^^^^^^^^^ 
Sequenz erhSltlich sind. vyrabel die enzymatsche AkUvitat der abgeleiteten sy 
ten Proteine erhalten bleibt. 
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Solche DNA-Sequenzen tassen sich ausgehend von den In SBa ID NO: 1 beschriebe- 
n^n Dr« Sequenz Oder Tellen dleser Sequenzen, beisplelswe,se m„ ubhohen 
^^ndl^enjnqsverfahren Oder der PCB-Technik aus anderen Eukaryonten wie 
Ms«se denTbon genannt isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybridlsieren unter 
5 SaSedingungen m» den genannten Sequenzen. Zur HybrkMslerung werden 
OBgonuWeotide beisplelsweise der konsen/lerten Bere«he d.e uber 
VeraS mTandSen Desaturasegenen in den, Fachmann bekannter Weise enmttelt 

1 5 DNA:RNA-Hybriclen glelcher Lange. 

unter Standardbedingungen sind beispietew^se Je "a*;,N>ff^"^„'^t:aC^" 
« und 5rC|, ^er ^ssr,^ rSu^rpH 7%) Oder 

Inn folgenden Lehrbflchern e"'"^^™"^ 

in Molecular Biology. John Wiley & ^^^J^?^ "^I^^^^^X^ Univereity 
IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

Wenemin slnd unter Derivaten Hor™*ge Se',u^- ^ 
DNA-Sequenz zu verstelien. 



20 
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AuBerdem sind unter Homologen der Sequenz SEQ ID NO: 1 Derivate wie beispiels- 
weise Promotorvarianten zu verstehen. Diese Varianten konnen durch ein Oder 
mehrere Nukleotidaustausche, durch lnsertion(en) und/oder Deletion(en) verandert 
sein, ohne dass aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrach- 
tigt sind. Des weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz in 
ihrer Wirksamkelt erhoht Oder komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder 
Organismen ausgetauscht warden. 

Unter Derlvaten sind auch vorteilhaft Varianten zu verstehen, deren Nukleotidsequenz 
im Bereich -1 bis -2000 vor dem Startkodon so verandert wurden, dass die Gen- 
expression und/oder die Protelnexpression verandert, bevorzugt erhSht wird. Weiterhin 
sind unter Derivaten auch Varianten zu verstehen, die am 3-Ende verSndert wurden. 

Unter Derivaten sind auch die Antisense-DNAs zu verstehen, die zur Hemmung der 
Proteinbiosynthese der erfindungsgemaSen Proteine venA/endet werden konnen. Diese 
Antisense-DNAs gehoren zu den erfindungsgemaBen nichtfunktionellen Derivaten, wie 
Derivate, die keine enzymatische Aktivitat aufweisen. Weitere dem Fachmann bekann- 
te Methoden der Herstellung von nichtfunktionellen Derivaten sind die sogenannte 
Cosuppression, die Ven^/endung von Ribozymen und Introns, Ribozyme sind katalyti- 
sche RNA"-Molekule mit Ribonukleaseaktivitat, die Einzelstrang Nukleinsauren wie 
mRNA, zu denen sie eine Komplementaritat aufweisen, schneiden konnen. Dadurch 
konnen mit Hilfe dieser Ribozyme (Haselhoff and Gerlach, Nature, 334, 1988: 585- 
591) mRNA-Transkripte katalytisch gespalten werden und so die Translation dieser 
mRNA unterdrQckt werden. Derartige Ribozyme konnen spezlell auf ihre Aufgaben hin 
zugeschnitten werden (US 4,987,071; US 5,116,742 und Bartel et aL, Science 261, 
1993: 141 1-1418). Mit Hilfe der Antisense-DNA konnen dadurch Fettsauren, Lipide 
Oder Ole mit einem erhohten Anteil an gesattlgten Fettsauren hergestellt werden. 

Die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz, die fur eine A-4-Desaturase kodiert, 
konnen synthetisch hergestellt Oder natCiriich gewonnen sein Oder eine Mischung aus 
synthetischen und naturllchen DNA-Bestandtellen enthalten, sowie aus verschiedenen 
heterologen A-4-Desaturase-Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. Im 
allgemeinen werden synthetlsche Nukleotid-Sequenzen mit Codons erzeugt, die von 
den entsprechenden Wirlsorganismen beispielsweise Pflanzen bevorzugt werden. Dies 
fuhrt in der Regel zu einer optimalen Expression der heterologen Gene. Diese von 
Pflanzen bevorzugten Codons k6nnen aus Codons mit der hochsten Protelnhftufigkeit 
bestlmmt werden, die In den moisten interessanten Pflanzenspezies exprimiert werden. 
Ein Beispiel fur Corynebacterium glutamicum ist gegeben in: Wada et al. (1992) 
Nucleic Acids Res. 20:21 11-211 8). Die Durchf uhrung solcher Experimente sind mit 
Hilfe von Standardmethoden durchfuhri3ar und sind dem Fachmann auf dem Gebiet 
bekannt. 

Funktionell aquivalente Sequenzen, die fur das A-4-Desaturase-Gen kodieren, sind 
solche Derivate der erfindungsgemaBen Sequenz, welche trotz abweichender Nukleo- 
tidsequenz noch die gewOnschten Funkllonen, das helBt die enzymatische Aktivitat 
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und spezifische Selektivitat der Proteine besitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen 
somit natOrllch vorkommende Vaiianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie 
kOnstliche, z.B. durch chemische Synthese erhaltene. an den Codon-Gebrauch einer 
Pflanze angepasste, kOnstiiche Nukleotid-Sequenzen. 

5 AuBerdem sind arHfldelle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, wie oben beschrie- 
ben, die gewflnschte Eigenschaft beispielsweise der Erhohung des Gehaltes von A-4- 
Doppelbindungen in Fettsauren, Olen Oder Lipiden in der Pflanze durcli Oberexpressi- 
on des A-4-Desaturase-Gens in Kulturpflanzen vermitteln. Solclie artifiziellen DNA- 
Sequenzen konnen beispielsweise durch RuckQbersetzung mittels Molecular Modelling 
1 0 konstruierter Proteine, A-4-Desaturase-Aklivitat aufweisen Oder durch In vitro-Selektion 
ermittelt werden. MSgliche Techniken zur in vitro-Evolution von DNA zur VerSnderung 
bzw. Verbesserung der DNA-Sequenzen sind beschrieben bei Patten, P.A. et al., 
Current Opinion in Biotechnology 8, 724-733( 1997) Oder bei Moore, J.C. et al., Jounnal 
of Molecular Biology 272, 336-347 (1997). Besonders geeignet sind codierende DNA- 
1 5 Sequenzen, die durch Ruckubersetzung einer Polypeptidsequenz gemaB der fur die 
Wirtspflanze spezifischen Kodon-Nutzung erhalten werden. Die spezifische Kodon - 
Nutzung kann ein mit pflanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch 
Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der zu transfomilerenden Pflanze 
lelcht ermitteln. 



20 Als weitere geeignete aquivalente Nukleinsaure-Sequenzen sind zu nennen Sequen- 
zen, welche fQr Fusionsproteine kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins eIn 
A-4-Desaturase-Polypeptld oder ein f unktlonell §quivalenter Teil davon ist. Der zweite 
Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Polypeptid mIt enzymatischer Aktivltat 
sein Oder eine antigens Polypeptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis auf A-4- 

25 Desaturase-Expression moglich ist (z,B. myc-tag Oder his-tag). Bevorzugt handelt es 
sich dabel jedoch um eina regulative Protelnsequenz, wIe z.B. ein Signalsequenz fur 
das ER, das das A-4-Desaturase-Proteln an den gewQnschten Wirkort leitet. 



Vorteilhaft stammen die erfindungsgemaBen isolierten Nukleinsauresequenzen aus 
einer Pflanze wie einer monol<otylen oder dikotylen Pflanze. Bevorzugt stammen die 
Nukleit?.sauresequenzen aus der Klasse der Euglenophyceae wie den Ordnungen 
Eutreptiales, Euglenales, Rhabdomonadales, Sphenomonadales, Heteronematales 
Oder Euglenamorphales besonders vorteilhaft stammen die Sequenzen aus der 
Gattung und Art Euglena gracilis, Astasia longa, Khawkinea quartana, Pliacus 
smulkowskianus, Lepocinclis ovum, Lepocinclis ovata, Eutreptia viridis, Distigma 
35 proteus, Distigma curvatum, Rhabdomonas intermedia, Rhabdomonas gibba, Rhab- 
domonas spiralis, Gyropaigne lefevrei, Rliabdomonas Incurva, Peranema trichopliorum 
Oder Petalomonas cantuscygni, ganz besonders vorteilhaft stammen sie aus Euglena 
gracilis. 

Vorteilhaft konnen die A-4-Desaturase-Gene im erfindungsgemaBen Verfahren mit 
40 weiteren Genen der Fettsaurebiosynthese kombinlert werden. Beispiele fQr derartige 
Gene sind die Acyltransferasen, weitere Desaturasen oder Elongasen. Fur die in vivo 
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20 



25 




und soeziell in vitro Synthese 1st die Kombination mrt z.B. NADH-Cytochrom B5 
Reduwasen vorteilhaft. die Reduktionsaqulvalente auf nehmen Oder abgeben konnen. 

Unter den erfindungsgemaften Aminosauresequenzen sind Proteine zu verstehen die 
^ne n der Sequenz IeQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz oder e.ne daraus 
Irch Sul^iUrtion Inversion. Insertion oder Deletion von einem oder mehreren 
SosL^^^n erhaitlich^ Sequenz enthaHen. wobei <^'t-^-:;f .^^^^^^^^ 
d^s in SEQ ID NO- 2 dargestellten Proteins erhalten bleibt bzw. nicht wesentlich 
fedulrt S d unter nicht wesentlich reduzlert sind alle Enzyme zu verstehen. d.e 
'rS.r:rndeSens 1 0 o/o. bevorzugt 20 -/o. besonders 

e^^nnen mehrere dieser MaBnahmen miteinander komb.n.ert warden, 
unter Derivaten sind auch f unktionelle Aquivalente zu 

«uch naturliche oder kunstliche Mutationen einer ursprunglich 'soherlen ^uj A 4- 

Somit werden beispielswe.se auch solche N"W©ofcdsequ^^^^^^ Nukleotid- 
Reslriktionsenzym-Schnittstellensein. 



h5herals130%). 



35 



te codierende Sequenzen sind beisp.elswe.se solche. d^fureme a 4 u _ 



40 Ursprungs se'm 
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Unter der ertlndungsgemSBen Expres^^ska^ (= N"We'— on*u^ oder - 

. ^^^^^ 

sequenzen Oder anstelle dieser Sequenzen " „nrhanden sein und gegebenen- 
Sequenzen vor den eigentlichen Stni'^*"'^^ "f,^^^^^^^^ aSsgeschaltet 
, 5 fans genetisch ver^ndert worden s^^^^^ ^^^^ J, 

©und die ^P--;- ^^^^^^^^^ zusatzlichen Regulatlonssignale 

einfacher aufgebaut sein. das "eHsxes wu mseriert und der natQrliche 

vor die Nukleinsauresequenz oder *^esse" wurde die naturliche 

Prorr^otor mit seiner Regulation wurde n cht ^ " j^^^^^^^^^ ^„d/oder die 
20 Regulationssequenzsom^^^^ 

Genexpression gesteigert wird. Diese ^^^""r. ..,„_„--gnen NuWeinsSuresequen- 
Teilsequenzen (= Promoter mit Te.Ien der f ^^""^^^^^^^^ ^rden. 

DNA-Sequenzen i<onnen zusatzlicne voneiindiw o m >. np.;aturase-Gen l<ann in 



30 sein 




35 



vorzugsweise die Genexpression ?'"8«'**" 5^^^^^^^^^ vortellhaft- 



verbessert wird. 



40 



in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-. ipp-, lac . iww •« 
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nai- trc- ara- SP6-. A-Pr- Oder Im A-Pu-Promotor enthalten. die vorteilhaftemeise in 
gL-negativen Bakterien Anwendung finden. Weitere vorteilhafte Regulationssequen- 
zen sind beispieisweise in den gram-positiven " ^"L^^^^^^^ 

Hefe- Oder Pilzpromotoren ADC1 . MFa. AC P-60 CYC1 . f '^PDH. TEF.^^^^^^^^ 
Oder in den Pflanzenpromotoren wie CaMV/35S [Franck et al.. Cell 21 (1980 285-294], 

OCS Iib4 STLS1. 833. nos (= Nopalin Synthase Promotor) oder im Ub,qu.t.n- 
pfomSor enS^^^^^^^^ kann auch einen chemisch induzierbaren 

P— en haiten. durchSen die Expression des exogenen ^"^-Desaturase-G^^^^^^^^^ 
den Organismen vorteiihaft in den Pflanzen zu einem bestimmten Ze.tpunW gesteuert 
werden kann Derartige vortellhatte Pflanzenpromotoren sind beispieisweise der 
PHpTJZ^AoTmr^^ et al., Plant.Mol. Biol.22(1993). 361-366|. ein ^urch Ben^^^^^^^^ 
fonamid induziertarer (EP 388186). ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al.. 
(1992) Plant J 2,397-404). ein durchSalizylsaureinduzierbarer Promotor 
fi^O 95/ 9^^) ein durch Abscisinsaure-induzlerbarer (EP335528) bzw. em du ch 
S ^^C^^^^^ (W093/21334) Promotor^Wertere Rlan- 

^n'oLten^s^^^^ beispieisweise der Promotor der cytoso.ischen^^^^^^^^^^ 
7artnffpi der ST-LSI Promoter aus Kartoffel (Stockhaus et al.. EMBO J. 8 (1989) 
2^5^ di Prom^^^^^^ Amidotransferase aus Glycine 

m^^\?ehrrch Genbank Accession Nummer U87999) o^^;. •:'°^7X^f 
Pr^mSor !«e in EP 249676 konnen vorteiihaft venwandt werden. Vorteiihaft sind 

Derivate y®'^'™'" «^ 459.67) Weitere vorteilhafte samenspezifische 

die fur Dikotyie gee^n« Oleosin-Promotor aus Arabidopsis 

*r'rsiof^;^o;tu's°Phaseo,us vulgaris (USW^.~' 

«, Gent^s So;ghum Kaslrin^ens Oder des Roggen SeeanrM3ens. d,e ,n 
WO99/16890 beschrieben werden. 

«^^t2ln. Olen ur^ Uplden bzw. deren Vorstufen ste«ndel .r,sbesorK.ere zu 
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nennen sind Promotoren, die eine samenspezif ische Expression gewalirleisten. Zu 
nennen sInd der Promoter des Napin-Gens aus Raps (US 5,608,152), des USP- 
Promotor aus Vicia faba (USP = unbel<anrites Samenprotein, Baeumlein et al., Mol 
Gen Genet, 1991, 225 (3): 459-67), des Oleosin-Gens aus Arabidopsis (W098/45461), 
des Pliaseolin-Promotors (US 5,504,200) oder der Promoter des Legumin B4-Gens 
(LeB4; Baeumlein et a!., 1992, Plant Journal, 2 (2): 233-9). Weiterhin sind zu nennen 
Promotoren, wie der des Ipt2 oder Iptl-Gens aus Gerste (W095/15389 und 
WO95^3230), die in monokotylen Pflanzen samenspezlfisclie Expression vennitteln. 

In der Expressionskassette (= Genkonstrukl, NukleinsSurekonstrukt) konnen wie oben 
besclirieben nocli weitere Gene, die in die Organismen eingebracht werden sollen, 
enthalten sein. Diese Gene konnen unter getrennter Regulation oder unter der gleiclien 
Regulationsregion wie das A-4-DESATURASE-Gen liegen. Bei diesen Genen handelt 
es sich beispielsweise um weitere Biosyntiiesegene vorteiltiaft der Fettsaurebio- 
syntiiese wie Biosyntiiesegene des Fettsaure- oder Lipidstoffwechseis, die eine 
gesteigerte Syntliese emnogliclien, ausgewShlt aus der Gruppe Acyl-CoA- 
Dehydrogenase(n), Acyl-AGP[= acyl carrier proteinl-Desaturase(n), Acyl-ACP- 
Thioesterase(n), Fetts§ure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA.Lysopliosptiolipid- 
Acyltransferase(n), Fettsaure-Syntliase(n), Fetts§ure-Hydroxylase(n), Acetyl- 
Coenzym A-Carboxylase(n), AcyJ-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure-Desaturase(n), 
Fettsaure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid- 
Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsaure-Elongase(n). Beispielsweise seien 
die Gene fiir die A-15-, A-12-, A-9-, A-6-, A-5-Desaturase, ^-Ketoacyl-Reductasen, 
p-Ketoacyl-Syntliasen, Elongasen oder die verschiedenen Hydroxylasen und Acyl- 
ACP-Ttiioesterasen genannt. Vorteilhaft werden Desaturase- und Elongasegene im 
Nukleinsaurekonstrukt verwendet. Besonders vorteilhaft werden Gene ausgewahit aus 
der Gruppe A-4-Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9- 
Desaturase-, A-12-Desaturase-, A-5-EIongase-, A-6-Elongase- oder A-9-Elongase im 
Konstrukt venvendet 

Prinzlpieil kSnnen alle naturlichen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen wie die 
oben genannten fur die erfindungsgemSBe Expressionskassette und das erfindungs- 
gemdBe Verfahren, wie unten t)esciirleben, venwendet werden. DarOber hinaus konnen 
audi syntlietisciie Promotoren vorteilhaft venwendet werden. 

Bei der Preparation einer Expressionskassette kdnnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuliert werden, um eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigenweise 
in der korrekten Riciitung liest und die mit einem korrelclen Leseraster ausgestattet ist. 
Fur die Verbindung der DNA-Fragmente (= erfindungsgemSBe NukleinsSuren) 
miteinander konnen an die Fragmente Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaBigenweise kSnnen die Promoter- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
tionsriclitung mit einem Linker oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktionsstel- 
len fOr die Insertion dieser Sequenz enthSIt, versehen werden. In der Regel tiat der 
Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugswelse 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 
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meinen hat der Linker Innerhalb der regulatorischen Berelche eihe f^J^"^^' 
als 100 bD haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann 
sowohl nSlv S homolog als auch fremdartig bzw. heterolog ^^^^^mus 
bersptelsweise zur Wirtspflanze seln. Die Expressionskassette bemhaftet .n der 5-3 - 
SSnsrichtung den Promotor. eine DNA-Sequenz. die fur e.n A.4-Desaturase. 
GrcSrundeine Region fOr die transkriptionaie Termination. Versch.edene 
Tenninationsbereiche sind gegeneinander beliebig auslauschbar. 

Ferner konnen Manipulationen. die passende RestrikUonsschnitlstelien bere^^^^^ 
Sir c^ie uberfiussige DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen. eingesetzt 
werien Wo ^30X6°. Deietionen oder Substitutionen wie z.B. Transrt.onen und 

von B«teutung «r eine vorteilhafte hohe E«P'^;"^;«™l"-«. ^ThTm.^ So.. 

^Scm ^ iSnen auch andere Retentlonssignale, die natflrtlcherwe^e be. ,m ER 
P^^^«n und derlsohen P^telnen vorkemmen, W den Aufcau der 

20 Kassette eingesetzt werden. 

Bevorzugte Polyadenyiierungssignale sind pflanzliche Poiyadenyliemngsslgnale. 

voTug^eise soiche 'die im wesentiicben -^f^^^^^^^^^^'^Z'^^^^^ 
Agrobacterlum tumefaciens. insbesondere des Gens ^^Jf^^^-DNA (O^^^^^ 
des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gieien et at.. EMBO J.3 (1984). 835 ff) oder 
25 entsprechende f unktionelle Aquivalente. 

0,e Hers.el.ung einer ^^^,:;'^^^JZrJSZ,^.. 
ern^^XSten^KS^rS^ind .«eSierungs.«hniKen. »ia sie 

^^.^i^^^ZZ^" sprtng Harbor. NY (1984) und in Au^bei^ RM. 
2^. current PrCocols in Utoteoular Biology, Greene PubBshing Assoc. and W.tey- 
Interscience (1987) besohrteben vierden. 

FQr die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander kSnnen an die Fragmente 
Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 



10 



15 




20 



25 
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ZweckmaBigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
tionsrlchtung mit einem Unker oder Polylinker. der eine oder -^f R«^^°"^^f 
len for die Insertion dieser Sequenz enthalt. versehen werden. In der Rege hat der 
Linker 1 bis 10. meistens 1 bis 8. vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 
meinen hat der Unker Innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von wen.ger 
als 100 bp. haufig weniger als 60 bp. mindestens jedoch 5 bp. Der Promoter kann 
sowoW Siv bzw homolog als auch f remdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze se^u 
SrSp?essionskassette beinhaltet in der 5'-3'-Transkriptionsrichtung den Promotor. 
le DNA-Sequenz die fur ein A-4.Desaturase-Gen codlert und eine Region fur d.e 
tlskrlptionede Temiinatlon. Verschiedene Temiinatlonsberetehe s.nd gegene.nander 
beliebig austauschbar. 

Bei der Praparation einer Expressionskassette kdnnen verschiedene DNA-Fragmente 
^^JsnZ^^en, um ei^Nukleotid-Sequenz zu erhalten. die ^eckmaB.gerwe se 
TdTk^rekten Richtung liest und die mrt einem korrel^en ^esera^er ausg^^^^^^^^ .st. 
FOr die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an d.e Fragmente 
Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

tionsriohtura mil einem Unker oder Polylinker, der eine oder '"f^^'^ „ 
r or d".«on dieser Sequenz enthSH, ve'seli*"'«'^enjn^r F^e^^^^^ 
• ■!., < hta in meistans 1 bis 8. vorzugsweise 2 bis 6 Bestriktionsslelien. Im aiige 
In h.t d« ES^^ne^aib d" regulatorischen Bereiche eine Qr6Be von wen.ger 
Z. W^^nrge^als 60 bp. m'lndestens jedoch 5 bp. 

ZsXo^e Ten^ inalion. Verschiedene Tem,lna«onsberelche sind gegenemander 

beliebig austausclibar. 

Die DNA Sequenzen codierend fur zwei A-4-Desaturasen aus 

b^halfet alle Sequenzmerkmale. die notwendig sind. um e.ne dem ^^r Fettsaure . 
^^biosynthese korrekte Lokalisation zu erreichen Daher s'"^ ke.ne 

rungsform der Erfindung sind. 

insbesondere bevorzugt sind Sequenzen. die eIn Targeting in 
im Kompartiment des Entstehens. dem Zytosol. wiinschenswert se.n. 
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vorteilhafterwelse warden die erflndungsgemaBen Nukleinsauresequenzen zusammen 
mtt ^S^^s^^^^^ -n eine Expressionskassette kloniert. die m den 

n?n^^^us Vektor Oder direkt In das Genom eingebracht wird. Dieses 

S;="rrne.elc^^^^^^ 

mtSenzQeT^^^^^^ Fluoreszenzproteingene. Biolum.neszenzgene^ 

1 5 eine unterschiedliche Produktivltat zeigen. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhmngsfonn umfasst eine E^^essionstessette 

^rativen Verknupfung bevorzugten Sequenzen sind Targetlng-Sequenzen a.r 
(1987), 8693 -8711). 

Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konstitutlven Pr^^^^^^^^ (bevorzugt 
nln iiSP oderNapin-Promotor).daszuexprimierendeGenunddasER- 

Sic^Sp^Srie. PKC30, pRep4. PHSI, PHS2, pPU236. pMBU4, pUG200, 
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DUR290 pJN-lll"'-B1, W1 Oder pBdCI, in Streptomyces plJ101. P«J3^. PlJ702 oder 
nU^f ii Bac us pUBUO, pC194 Oder pBD214. In Corynebacterium pSA77 Oder 
K n pS^^^^^^^ . P"^ o6er pBB116. wettere vorteilhafte ^^-^^J^^^^^f^^^ 
von Romanes M A. et al.. [(1992) "Foreign gene expression in yeast: a revievy^. Veasf 
r4r3-488Tund v^^ van den Horidel, C.A.M.J.J. et al. 1(1991) "Heterologous g^^^ 
exp^ssion in filamentous fungi] sov^e in More Gene ^^--P"'~ ^^^^ 
Bennet & LL. Lasure. eds., p. 396-428: Academic P-"®^^- f " ^ ^^^^"^^^^^^ 
transfer systems and vector development for filamentous \""9'-/^" " "^^^^^^^^ , ^ 
r^l ^>l 1 I APi.nt PJ (i99iVm: Applied Molecular Genetocs of Fungi. Peberdy, J.J". et 

al eds p ir2rCambriXe U^^^^^^^^ Press: Cambridge] beschrieben. V^^^^^^^ 
SiSL'otoren sind beispielsweise 2«M P^^-^^-;^^^^^^^^^ 
Belspiele fOr Algen- Oder Pflanzenpromotoren sind PL^.y23. P^^'^^ ' P^'"^^^ 
nAK2004 pVKH Oder pDH51 (siehe Schmidt, R. and Willmrtzer. L., 1988). Die ooen 
nt^^ny^o^n^er Derivate der vorstehend genannten Vektoren stellen e.ne 
S"ne Aus^^^^^ P'asmide dar. Weitere P.asmlde sind dem Fachmann 

wohl bekannt und konnen beispielsweise aus dem Buch Cloning ~ 
Pouwels P H. et al. Elsevier. Amsterdam-New York-Oxford. 1985 . ISBN 0 444 904018) 
elommen warden. Geeignete pflanzliche Vektoren werden unter anderem ,n 
"Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S.71- 
m beShrieb^n. Vorteilhafte Vektoren sind sog. shuttle-Vektoren oder b.nare 
Vektoren. die in E. coll und Agrobacterium replizieren. 

Unter Vektoren sind auBer Plasmiden auch alle anderen dem Fachmann bekannten 
VeW^r^nt^^^^^^ Phagen. Viren ^^e SV40. CMV Bacukjv'^^^^^^^ 

Transposons, IS-Elemente, Phasmide. Phagemide, Cosmide. ""^are Oder arkuiare 
?NATveriehen. Diese Vektoren k5nnen autonom im Wlrtsorganismus ^^^^^^ oder 
Chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine chromosomale Replikation. 

in einer werteren Ausgestaltungsform des Vektors kann die erflndungsgemSBe 
Bcoressionskassette auch vortellhaftenA/eise In Fomi einer linearen DNA in d e 
SsmerSf^^^^^ werden und Ober heterologe oder homologe Rekombination m 
^fGromdTsr.sorganismusintegH 

linearisierten Plasmid oder nur aus der Expressionskassette als Vektor oder den 
erfindungsgemaBen NukleinsSuresequenzen bestehen. 

in einer weiteren vorteilhaften Ausf Ohrungsform kann die erfindungsgemaBe NuWein- 
sauresequenz auch alleine in einen Organismus eingebracht werden. 

5 Sollen neben der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz 

Oraanismus eingefuhrt werden, so konnen alle zusammen mit einem Reporte gen in 
S Sen VeWor oder jedes einzelne Gen mit elnem Reporlergen ,n ,e einem 
Ve^orS O^^^^^^^ eingebracht werden. wobei die verschledenen Vektoren 
gleichzeltig oder sukzesslve eingebracht werden konnen. 

0 Der vektor enthait vorteilhaft mindestens eine Kopie der erfindungsgemaBen Nuklein- 
sauresequenzen und/oder der erfindungsgemaBen Expressionskassette. 
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Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den Transformationsvektor 
pRT ((a) Toepfer et al., 1993, Methods Enzymol., 217: 66-78; (b) Toepfer et al. 1987, 
NucL Acids. Res. 15: 5890 ff.) eingebaut werden. 

Alternativ kann ein rekombinanter Vektor (= Expressionsvektor) auch in-vitro transkii- 
5 biert und translatiert werden, z.B. durch Nutzung des T7 Promoters und der T7 RNA 
Polymerase. 

In Prokaryoten verwendete Expressionsvektoren nutzen haufig induzierbare Systeme 
mit und ohne Fusionsproteinen bzw. Fusionsobligopeptiden, wobel diese Fuslonen 
sowohl Kn-Terminal als auch C-terminal oder anderen nutzbaren Domanen eines 
10 Proteins erfolgen konnen. Solche Fusionsvektoren dienen in der Regel dazu: i.) die 
Expressionsrate der RNA zu erhohen ii.) die erzielbare Proteinsyntheserate zu 
erhohen. iii.) die Ldsllchkeit des Proteins zu erhohen, iv.) Oder die Reinigung durch 
einen fur die Afflnitatschromatographie nutzbare BIndesequenz zu vereinfachen. 
Haufig werden auch proteolytische Spaltstellen uber Fusionsproteine eingefuhrt, was 
^^fcjj S die Abspaltung eines Teils des Fusionsprotains auch der Reinigung ennoglicht Solche 
Erkennungssequenzen fur Proteasen erkennen sind z.B. Faktor Xa, Thrombin und 
Enterokinase. 

Typische vorteilhafte Fusions- und Expressionsvektoren sind pGEX [Pharmacia 
Biotech Inc; Smith, D.B. and Johnson, K.S. (1988) Gene 67: 31-40], pMAL (New 
20 England Biolabs, Beverly, MA) and pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ) welches 
Glutathion S-transferase beinhaltet (GST), Maltose Bindeprotein, oder Protein A. 

Weitere Beispiele fQr E. coll Expressionsvektoren sind pTrc [Amann et al., (1988) Gene 
69:301-315] und pET Vektoren [Studier et al., Gene Expression Technology: Methods 
in Enzymoiogy 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; Stratagene, 
25 Amsterdam, Niederlande]. 

Weitere vorteilhafte Vektoren zur Verwendung in Hefe sind pYepSecl (Baldari, et al., 
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz, (1982) Ce// 30:933-943), 
pJRY88 (Schultz et al., (1987) Gena 54:1 13-123), and pYES-Derivate (Invitrogen 
Corporation, San Diego, CA). Vektoren fur die Nutzung in fllamentSsen Pilzen sind 
30 beschrieben In: van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, P. J, (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, 
J.F, Peberdy, et al,, eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. 

Aitemativ kdnnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressionsvektoren genutzt werden z.B. 
fur die Expression in Sf 9 Zellen. Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al. 
35 (1 983) MoL Cell Biol, 3:21 56-21 65) und der pVL series (Lucklow and Summers (1 989) 
V7ro/ogy 170:31-39). 

Des weiteren kdnnen zur Genexpression vorteilhaft Pflanzenzellen oder Algenzellen 
genutzt werden. Beispiele fur RIanzenexpressionsvektoren finden sich in Becker, D., 
et al. (1992) "New plant binary vectors with selectable markers located proximal to the 



10 




20 
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left border, PlantMol. Biol. 20: ^ ^ 95-1 197 Oder in Bevan M^^^^^^^^^ 
Agrobacterlum vectors for plant transfonnation-. Nucl. Acid. Res. 12. 871 1-8721 . 

Wetterhin konnen die erfindungsgemaBen NuldeinsSuresequenzen '^^^^^^^^^l 
Txprimiert warden. Beisplel fOr entsprechende Expre^^'onsvektoren ^^^^ 
pl^raPC genannt In: Seed. B. (1987) Nature 329:840 °der Kaufman etal. 987) 
HWBO J 6- 187-195). Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren viralen 
Sngs^Jfz B Prom^^^^ des Polyoma, Adenovinis 2. Cytomegalovirus ode 
S^rvrm^40 Weitere prokaryotische und eukaryotische Express.onssysteme s.nd 
nirnn^r^D^^^^^ in Sambrook at al.. Molecular Clonmg: A Laboratory 

S Coim Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 

Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

spring Habor Laboratory ^^.^^^^^Jj^^^ ;"^demlc Press entnehmen. 
Molecular Biology, Methods in Enzymology, 1994, Acaoemiu r 

bezelchnet Es werden dabe, die ""f «='^"*='T„tJ^SL^»n2ellen zur transtenten 
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Res (1988) 16, 9877 beschrleben Oder ist unter anderem bekannt aus F.F. White 
VertoS^^^^ Higher Plar^ts; in Transgenic Plants. Vol. 1. Eng.neenng 

and Wization. herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu. Academic Press. 1993. S. 



15-38. 
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Mit einem erfindungsgemaBen Expressionsvektor transformierte Agrobalctenen konnen 
eben^arin bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen wie Testpflanzen we 
Arab dopsis Oder Kulturpflanzen wIe Getreide. Mais. Hafer. ^^^^^ 
Soia Reis Baumwolle. Zuckerrube. Canola. Sonnenblume. Rachs, Hanf . Kartoffe . 

Tom^e K^^^^^^ Paprika. Raps. Tapioka. Maniok, Re.iwurz Tagetes. Alfalte 
I^^und Sin verschiedenen Baum-. Nuss- und Weinspezies. insbesondere von 0»- 
Sen K^Lnzen. wie Soja, Erdnuss, Rizlnus. Sonnenblume. Ma.«^^^""'^^^^ 
SrRaps Kokosnuss. Olpalme. Farbersaflor (Carthamus tinctonus) oder Kakao- 
bohne veme^S^^^ z.B. indem ven<vundete Blatter oder Blattstucke .n e.ner 
Amob^^enli^^^^ geb;det und anschlieBend in geeigneten Medien kult.v.ert 
Agrobakteneni(»un^^^^ beispielsweise Stearidonsaure. 

und Elongasen. 

werden. 

Raps. Kokosnuss. Olpa«me. Farbersaflo^^^^^^ • ^^^^^^ 

Oder Sonnenblume oder Hefen w.e f ^.^^'^^^^^^V^^X g^^^^ cerevisiae. 
werden Soja, Raps. Sonnenblume. ^e-". Calendula o^^^^ beispielsweise C. 

Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geeignex v 



elegans. 
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Unter transaenen Oraanlsmus bzw. transgener Pflanze Im Sinne der Erfindung ist zu 

Verfahren verwendeten Nukleinsauren nicht an "u^^^^^^^^ 
Sim Genom eines Organismus sind. dabei konnen die Nukle.nsauren homolog 
o^e hlTdo^ exprimiert warden. Transgen bedeutet aber auch w.e genannt dass d.e 
erfLumsqemaBen Nukleinsauren an Ihrem natOrlichen Platz im Genom e.nes 

fmclTtpflanzen. 

sicli entweder 
a) die /i.4-Desaturase-Nukleinsauresequenz, Oder 
on h^ eine mit der A-4-Desaturase-Nukleinsauresequenz f unktioneli verknupfte 
^° gene^chrKontroll^^^^^^ zum Beisplel ein Promoter. Oder 

c) (a) und (b) 

gr. Methods in EnzKmolw 185. Academic Press, San Diego, CA (1890). 

aufweisen sind beschrieben in: Gottesman S., <^J^^!^^"g-A^ 
In £nzymology^e^. Academic Press. San Diego. Calitorna (1990) 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer Expressionskas- 
sette enthaftend DNA-Sequenzen codierend fQr ein A-4-Desaturase-Gen oder mit 
diesen hybrldJsierende DNA-Sequenzen zur Transformation von Pflanzenzelien, - 
geweben oder Pflanzenteilen. Ziel der VeoA^endung ist die Erhohung des Gehaltes an 
5 Fettsauren, Olen oder Lipiden mit erhohtem Gehalt an und Doppelbindungen in A-4- 
Position. 

Dabei kann je nach Wahi des Promoters die Expression des A-4-Desaturase-Gens 
spezifisch in den Biattem, in den Samen. den Knollen oder anderen Teilen der Pflanze 
erfolgen. Soiche Fettsauren, Ole oder Lipide mit A-4-Doppelbtndungen uberproduzie- 
10 renden transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie deren Pflanzenzelien, - 
gewebe oder -telle, sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ein 
bevorzugter erfindungsgemaBer Gegenstand sind transgene Pflanze entlialtend 
eine erfindungsgemaBe funktionelle oder nicht funktionelle (= Antlsense-DNA oder 
enzymatische inaktives Enzym) NuklelnsSuresequenz oder eIne funktionelle oder nicht 
^^15 funktionelle Expressionskassette. 

Die Expressionskassette oder die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen 
enthaltend eine A-4-Desaturasegensequenz kann daruber hinaus auch zur Trans- 
fonnation der oben beispielhaft genannten Organismen wie Bakterien, Cyanobakterlen, 
Hefen, filamentosen Pilzen, Giliaten und Algen mit dem Ziel einer Erhohung des 
20 Gehaltes an FettsSuren, Olen oder Upiden A-4-Doppelblndungen eingesetzt werden. 

Erhohung des Gehaltes von Fettsauren, Olen oder Upiden mit A-4-Doppelbindungen 
bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung beispielsweise die kunstlich enworbe- 
ne Fahigkeit einer erhohten Biosyntheseleistung durch funktionelle Oberexpression des 
A-4-Desaturase-Gens In den erfindungsgemaBen Organismen vorteilhaft in den 
25 erfindungsgemaBen transgenen Pflanzen gegenuber den nicht gentechnisch modifl- 
zierten Ausgangspflanzen zumindest fur die Dauer mindestens einer Pflanzen- 
generation. 

• Der Biosyntheseort von Fettsauren, 6len oder Lipiden beispielsweise ist im allge- 
I meinen der Samen oder Zelischichten des Samens, so dass eine samenspezifische 
30 Expression des A-4-Desaturase-Gens sinnvoll ist. Es Ist jedoch naheliegend, dass die 
Biosynthese von Fettsauren, Olen oder Upiden nicht auf das Samengewebe be- 
schrSnkt sein muss, sondern auch In alien Qbrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise 
in Epidermiszellen oder in den Knollen - gewebespezifisch erfolgen kann. 

DarQber hinaus Ist eine konstltutive Expression des exogenen A-4-Desaturase-Gens 
35 von Vorteil. Andererselts kann aber auch eine induzierbare Expression wQnschenswert 
erscheinen. 

Die WIrksamkeit der Expression des A-4-Desaturase-Gens kann beispielsweise in vitro 
durch Sprossmeristemvermehrung ermittelt werden. Zudem kann eine in Art und H6he 
veranderte Expression des A-4-Desaturase-Qens und deren Auswirkung auf die 
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Fettsaure-, Ol- Oder Upidbiosyntheselelstung an Testpflanzen in Gewachshaus- 
versuchen getestet warden. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, transformiert mit einer 
Expressionskassette enthaltend elne A-4-Desaturase-Gensequenz Oder mit dieser 
hybridislerende DNA-Sequenzen, sowie transgene Zellen, Gewebe, Teile und Vermeh- 
rungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabel transgene Kulturpflanzen, 
wie z.B. Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zucl<errQbe, 
Raps und Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabal<, Tomate. Raps, 
Tapioka, Maniok, Pfeilwurz, Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum-, Nuss und 
Weinspezies. 

Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen, Moose oder Algen. 

Eine weitere erfindungsgemSBe Ausgestaltung sind wie oben beschriebenen transge- 
ne Pflanzen, die eine funktionelle Oder nicht funktionelle erfindungsgemaBe Nuklein- 
sauresequenz Oder elne funktionelle oder nicht funktionelle erfindungsgemaBe 
Expressionskassette enthalten. Unter nicht funktionell 1st zu verstehen, dass kein 
enzymatisch aklives Protein mehr synthetisiert wird. AuBerdem ist unter nicht funktio- 
nellen Nukleinsauren oder Nukleinsaurekonstrukten auch eine sogenannte Antisense- 
DNA zu verstehen, die zu transgenen RIanzen fCihrt, die eine Reduktion der enzymati- 
schen Aktivitat oder keine enzymatischen Aktivitat aufweisen. Mit Hiife der Antisense- 
Technik, speziell wenn die erfindungsgemaBe NukleinsSuresequenz mit anderen 
Fettsauresynthesegene in der Antisense-DNA kombiniert wird, ist es moglich Triglyce- 
ride mit einem erhShten Gehalt an gesattigten FettsSuren bzw. gesattigte Fettsauren 
zu synthetisieren. Unter transgenen Pflanzen sind einzelne Pflanzenzellen und deren 
Kulturen auf Festmedien oder In FIQssigkultur, Pflanzenteile und ganze Pflanzen zu 
verstehen. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 

Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeichnet, 
dass man erfindungsgemaBe Expressionskassetten enthaltend eine 
Desaturase-Gensequenz aus Primulaceen oder mit dieser hybridislerende 
DNA'-Sequenzen In elne Pflanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze 
Oder Protoplasten von RIanzen einbringt. 

Verwendung einer A-4-Desaturase-DNA-Gensequenz oder mit dieser hybridi- 
slerende DNA-Sequenzen zur Herstellung von RIanzen mit erhShtem Gehalt 
an Fettsauren, Olen oder Lipiden mit A-4-Doppelbindungen durch Expression 
dieser A-4-Desaturase DNA-Sequenz in Pflanzen. 

Protelne enthaltend die in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenzen. 

Venwendung der Proteine mit den Sequenzen SEQ ID NO: 2 zur Herstellung 
von ungesattigten Fettsduren. 
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Ein weiterer erfindungsgemSBer Gegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung von 
ungesattlgten Fettsauren. dadurch gekennzeichnet. dass man mindestens e.ne oben 
beschriebene erfindungsgemaBe Nuklelnsauresequenz Oder m.ndestens e.n erf n- 
dungsgemaBes Nukleinsaurekonstrukt In einen bevorzugt Ol produzierenden Orgams- 
mus bringt diesen Organismus anzieht und dass in dem Organismus enthaltene Ol 
teoltert S d e im 01 enthaltenden Fettsauren freisetzt. Diese ungesattigten Fettsauren 
eShln v^^^^^^^^^ A-4-Doppe,bindungen. Die Fettsauren ^on" ^^^^ 
Lipiden beispielsweise Qber sine basische Hydrolyse z.B. mrt NaOH Oder KOH 
f reigesetzt werden. 

Auch ein Verfahren zur Herstellung von Triglyceriden mit einem e^'l°'^«"f^^;;f^" 
unaesaSigten Fettsauren. dadurch gekennzeichnet. dass man m.ndestens e.ne ^en 
bSebene erfindungsgemaBe NukleinsSuresequenz oder mindestens erne erf^- 
rnqsremTBe E^^^ ^' P«xl"^'erenden Orgarnsmus bnngt 

Tsen Cr^smSL anzieht und dass in dem Organismus enthaltene Ol .sohert. gehort 
zu den Erfindungsgegenstanden. 

Fin weiterer erfindungsgemSBer Gegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung von 
T^L^^^Sd^^^^^^^ Gehalt an ungesattigten Fettsauren. indem man 

^Scerfde mrt gesattigten oder ungesattigten Oder ge^~^^^^ 
Fettsauren mit mindestens dem Protein, das durch d.e Sequenz SEQ ID NO. 1 kodiert 
^rd tnkubiert Vorteilhaft wird das Verfahren in Gegenwart von Verb.ndungen 
llgXrf dll^^^^^^ aufnehmen oder abQebe" Anschl.e- 

Bend kennen die Fettsauren aus den Triglyceride^ fre.gesetzt werden. 

vorteilhaft werden im erfindungsgemaBen Verfahren transgene ^^^^^^^'^^^^^^^ 
men venwendet. Diese RIanzen enthalten die im erfindungsgemaBen Verfahren 
s>^thXrrten mehrfach ungesattigten Fettsauren und kSnnen vorteilhaft d.rekt 
v^maS^^^^^^^ ohne dass. die synthetisierten Ole. Lipids oder F^ttsa™^^^ 
werden mussen.UnterPflanzenlm erfindungsgemaBen verfahren sindganze 

R"sora^ Pflanzentelle, Pflanzenorgane oder Pflanzenteile Blatt S .el. 
simen WuLl. Knollen. Antheren. Fasem. Wurzelhaare. StangeK Embryos Kaih^ 
KotTdor-Tp^tiolen. Erntematerial. pflanzliches Gewebe. reproduktives Gewebe 
z£^uren?d^ sich von der transgenen Pflanze abgelelten und/oder da™endet 
werden die transgene Pflanze hervorzubringen. Der Samen umfasst dabe. alle 

^«m!nte?e^e dte Samenhullen. Epidemtis- und Samenzellen. Endospemn oder 
Irb^rbe^D^^^^^^^^ verfahren hergestellten Verb'^d^^^^^^^ 

kennen ab^auch aus den Organismen vorteilhaft Pflanzen in Forrn .hrer Ole. Fett 
SrunS/oder^^^^^^ Fettsau?en isoliert werden. Durch dieses Verfahren bergesteHte 
meh^chTng^^^^^^^ Fettsauren lessen sich durch Ernten der Organ.smen entweder 
aus^r Sr tn de^ sie wachsen, oder vom Feld ernten. Dies kann uber Pressen oder 
S^rSo^ Se Rlanzenteile bevo-^ugt der Pflanzensamen erfolgen. Dabe. k6nnen d.e 
^e F^Se Upide und/oder f relen Fettsauren durch sogenanntes kalt schlagen oder 
kin prSin o^ne ZufQhmng von warme durch Pressen gewonnen werden Danut s.ch 
Ste SaSntene speziell die Samen leichter aufschlieBen lessen, werden s.e vorher 
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zerkleinert, gedampft Oder gerostet. Die so vorbehandelten Samen konnen anschlie- 
Bend gepresst warden oder mft Losungsmrttel wie warmen Hexan extrahiert warden. 
AnschlieBend wird das Losungsmlttel wieder entfernt. Im Falle von Mlkroorganismen 
werden diese nach Emte beispielsweise direkt ohne weitere Arbeitsschritte extrahiert 
5 Oder aber nach Aufschluss uber verschledene dam Fachmann bekannte Methoden 
extrahiert. Auf diese Weise konnen mehr als 96 % der im Verfahren hergestellten 
Verbindungen Isoliert werden. AnschlieBend werden die so erhaltenen Produkle weiter 
bearbeitet, das helBt raffiniert. Dabei werden zunachst beispielsweise die Rlanzen- 
schleinne und Triibstoffe entfernt. Die sogenannte Entschleimung kann enzymatisch 
1 0 Oder beispielsweise chemlsch/physikalisch durch Zugabe von Saure wie Phosphor- 
saure erfolgen. AnschlieBend werden die frelen Fettsauren durch Behandlung mit einer 
Base beispielsweise Natronlauge entfernt. Das erhaltene Produkt wird zur Entfernung 
der inn Produkt verbliebenen Lauge mit Wasser grundlich gewaschen und getrocknet. 
Urn die noch im Produkt enthaltenen Farbstoffe zu entfernen werden die Produkte 
15 einer Bleichung mit beispielsweise Bleicherde Oder Aktivkohle unterzogen. Zum 
Schluss wird das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf noch desodorlert. 

Die im Verfahren hergestellten PUFAs fallen in den Organismen vorteilhaft in Form 
ihrer Ole, Lipide oder FettsSuren oder Fraktionen davon an. 

Eine weitere erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform ist die Verwendung des Ols, Lipids, 
20 der Fettsauren und/oder der Fettsaurezusammensetzung in Futtermittein, Nahrungs- 
mitteln, Kosmetika Oder Pharmazeutika. 

Unter dem Begriff "6r, "Lipid" Oder "Fett" wird ein Fettsauregemisch verstanden, das 
ungesattigte, gesattigte, vorzugsweise veresterte Fettsaure(n) enthait. Bevorzugt ist, 
dass das Ol, Lipid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesSttlgten f reien oder 

25 vorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Linolsaure, y-Linolensaure, Dihomo- 
Y-linolensaure, Arachidonsaure, a-Linolensaure, Stearidonsaure. Eicosatetraensaure, 
Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure oder Docosahexaensaure hat Vorzugs- 
weise ist der Anteil an ungesattigten veresterten FettsSuren ungefahr 30 %, mehr 

^ bevorzugt ist ein Anteil von 50 %, noch mehr bevorzugt ist ein Anteil von 60 %, 70 %, 

BO 80 % Oder mehr. Zur Bestimmung kann z.B. der Anteil an Fettsaure nach Uberfuhrung 
der Fettsauren in die Methylestern durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt 
werden. Das 6l, Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesattigte oder ungesattigte 
Fettsauren, z-B. Calendulasaure, Palmitin-, Palmltolein-, Stearin-, Olsaure etc., 
enthalten. Insbesondere kann je nach Ausgangsorganismus der Anteil der verschiede- 

35 nen Fettsauren in dem Ol oder Fett schwanken, 

Bei den im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fettsauren, handelt es sich 
beispielsweise urn Sphingolipide, Phosphoglyceride, Lipide, Glycolipide, Phosphoiipi- 
de, Monoacylglycerin, Diacylglycerin, Triacylglycerin oder sonstige Fetts&ureester. 

Aus den so im erfindungsgemSBen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte 
40 Fettsauren mit vorteilhaft mindestens zwei Doppelbindungen lessen sich die enthalten- 
den mehrfach ungesattigten Fettsauren wie oben beschrieben beispielsweise iiber eine 
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Alkalibehandlung beisplelsweise wSssrige KOH oder NaOH oder saure Hydrolyse 

S^n^JT* lyntt,ese von FettsSuren. wie zum Beisplel Docosahexaensaure. 

Mlt Hllta der sogenannten Antisense-Teohnologle kSnnen In einem Verfahten auch 
F^sSen <^ xTglycerlde mlt einen, e*6Men Gehalt an gesatUgten Fattsauren 
hergestellt werden. 

Ais Orqanismen fur die genannten Verfahren seien beispielhaft RIanzen wie Arabl- 
dop^rPru"^^^^^ Borage, Gerste.We.zen. Roggen, Hafe^ M^^^^^^^^^ 
Raumwolle Zuckerriibe. Raps und Canola, Sonnenbiume, Flachs, Hanf, Kartoffel. 
?«rr?^r;atr Raps^T^^^^^^ Maniok. Pfeilwurz. Alfalfa. Erdnuss. Rizinus. Kokos- 
lurb^aTml! V^be-^^^^^^ (Carthamus tinctorius) oder Kakaobohne, Mil^oor^anis- 
men Pilze Mortierella. Saprolegnia oder Pythium, Baktenen w.e d-e G^^^^^^ 
Eiherlchia Cyanobaklerien, Hefen wie die Gattung Saccharomyces. Algen oder 
pStoz^^^^^^^ wie Crypthecodinium genannt. Bevorzugt werden 

Or^ZT^^ZJic^er^eise Ole In groBeren Mengen synthetisleren konnen w.e 
MSrganisrnen wie Pilze wie Mortierella alpina. Pythium Insidiosurn oder Pflanzen 
^Sa Sa^. Kokosnuss. Olpalme. FSrbersaflor. Rizinus. Calendula. Erdnuss. 
Il^Shne odeVsonnenbium^^ oder Hefen wie Saccharomyces cerev.s.ae. beson- 
Sr?be^oI!.ugt werden Soja. Raps. Sonnenbiume. Carthamus oder Saccharomyces 
cerevisiae. 

) Die in dJn Verfahren ven«,endeten Organismen werden je ^ \^irtsorgam^^^ in 
d^rr^ Fachmann bekannter Weise angezogen bzw. QezQchtet M'kroor^^^^^^^^ 
werden in der Regel in einem flussigen Medium, das eine KoWenstcrffqu^ e 
Form von Zuckern. eine Stickstoffquelle meist in Form von organ.schen Stickstoffquel 
ten wie HefeeKtra^ oder Salzen wie Ammoniumsulfat. .^P"-— 

5 Mangan-. Magnesiumsaize und gegebenenfalls Vitam.ne enthal . be. Temperaturen 
z^schen 0°C und lOQoC, bevorzugt zwischen ICC bis 60-C unter Sauerstoff- 
^gasung a^ge^^^^^ D;bei kann der pH der NahrflQssigkeit auf eine" fasten Wert 
gehalten werden. das heiBt wahrend der Anzucht ^^9"'-^ werde^^^^^^^^^^ 
Anzucht kann batch weise. semi batch weise oder kontmu.er i ch er^olgen.^^^^^ 

W) kSnnen zu Beginn der Fermentation vorgelegt oder sem.kont.nu.erteh oder kont.nu.er 
lich nach gef uttert werden. 
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Pflanzen werden nach Transformation zunachst wie oben beschrieben regeneriert und 
anschlieBend wie ubilch angezOchtet bzw. angebaut. 

Aus den Organismen werden nach Anzucht die Lipide in ublichenweise gewonnen. 
Hierzu konnen die Organismen nach Emte zunachst aufgeschlossen werden Oder 
5 direkt venA^endet werden. Die Lipide werden vorleilhaft mit geeigneten Losungsmitleln 
wie apolare Losungsmitlel wie Hexan oder Ethanol, Isopropanol oder Gemlschen wie 
Hexan/lsopropanol, Phenol/Chloroform/lsoamylaikohol bei Temperaturen zwischen 
O'^C bis 80*^0, bevorzugt zwischen 20°C bis 50°C extrahiert. Die Blomasse wird in 
der Regel mit einem Uberschuss an Losungsmittel extrahiert beispielsweise einem 
10 Uberschuss von L5sungsmittel zu Biomasse von 1 :4. Das Losungsmittel wird anschlie- 
Bend beispielsweise tiber eine Destination entfernt. Die Exlraktion kann auch mit 
superkritischem CO2 erfolgen. Nach Extraktion kann die restliche Biomasse beispiels- 
weise uber Filtration entfernt werden. 

Das so gewonnene Rohol kann anschlieBend weiter aufgereinigt werden, beispiels- 

•35 weise in dem Trubungen uber das Versetzen mit polaren Losungsmittel wie Aceton 
f Oder Chloroform und anschlieBender Filtration oder Zentrif ugation entfernt werden. 
Auch eine weitere Reinigung uber Saulen ist mdglich. 

Zur Gewlnnung der freien Fettsauren aus den Triglyceriden werden diese in ublicher- 
weise verseift. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind ungesSttigte Fettsauren sowie Trigylceride 
mit einem erhohten Gehalt an ungesattigten Fettsauren, die nach den oben genannten 
Verfahren hergestellt wurden, so\me deren Verwendung zur Herstellung von Nah- 
rungsmitteln, Tierfutter, Kosmetika oder Phamnazeutika. Hierzu werden diese den 
Nahrungsmittein, dem Tierfutter, den Kosmetika oder Pharmazeutika in ubiichen 

25 Mengen zugesetzt. 

Die Erfindung wird durch die f olgenden Beispiele nSher eridutert: 
Beispiele 

Beisplel 1: Allgemeine Klonierungsverfahren: 

Die Klonierungsverfahren we z.B. Restrlktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese, 
30 Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukieinsauren auf Nitrozellulose und 
Nylon Membranen, Verknupfen von DNA-Fragmenten, Transfomnation von Escherichia 
coll Zellen, Anzucht von Bakterien und die Sequenzanalyse rekombinanter DNA 
wurden wie bei Sambrook et al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0- 
87969-309-6) beschrieben durchgefuhrt. 

35 Beispiel 2: Sequenzanalyse rekombinanter DNA: 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz- 
DNA-Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) 



BASF Plant Science GmbH 



20030192 



PF 54442 DE 



27 



Proc Natl Acad. ScLUSA74, 5463-5467). Fragmente resultlerend aus einer Polyme- 
rase Kettenreaklion wurden zur Vermeidung von Polymerasefehlem in zu expnmieren- 
den Konstrukten sequenziert und uberprQfL 

Beispiel 3: Klonlerung der A-4-Desaturase aus Euglena graqilis 

EuQlena aracilis Stamm 1224-5/25 wurde erhalten von der Sammlung fQr Algenkultu- 
fen SnC S^^^ Zur Isolierung wurde der Stamm In M^ium H (Calvay^c R and 
Douce R. FEBS Letiers 7:259-262. 1970) fflr 4 Tage bei 23 unter e.nem Ucht-/ 
Dunkelintervall von 8 h / 16 h (35 mol s-1 m-2 UchtstSrke) angezogen. 

Gesamt-RNA von einer viertagigen Euglena Kultur wurde mit Hllfe des RNAef y Wts 
der F™agen (Valencia. CA. US) isoliert. Aus der Ge^^'"*;^'^^ ^^f 

S^Sng der Phagen-cDNA (2*10^ Plaques) venvendet. Nach zwe. Screening- 
RundeTk^^^^^^^ 

Beispiel 4: Klonlerung von Expresslonsplasmiden zur heterologen Expression In Hefen 

Die klonlerte cDNA enthSIt zwel putative Startkodons. die in ^ei o^l"!" ^esejahmen 
mrt 9 Basen Unterschied resultieren. Nur der kurzere Leserahmen (SEQ ID N^^^^^ 
zelgte spater Aktivitat. Folgendes Primerpaar wurde venA^endet, um diesen Lese 
rahmen in den Vektor pYES2 (Invitrogen) zu klonieren: 

Fonward: S'-GGTACCATGTTGGTGCTGTTTGGCAA 
5 Reverse: S'-CTCGAGTTATGACTTTTTGTCCCCG 
Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (50 pL): 
5,00 pL Template cDNA 

5,00 pL lOx Puffer (Advantage-Polymerase)+ 25miyfl MgC12 
5,00 pL 2mM dNTP 
30 1 ,25 pL ]e Primer (1 0 pmol/pL) 
0,50 pL Advantage-Polymerase 

Die Advantage-Polymerase von Clontech wurden eingesetzt. 
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Reaktlonsbedingungen der PGR: 
Aniagerungstemperatur: 1 min 55^0 
Denaturlerungstemperatur: 1 min 94-C 
5 Elongationstemperatur: 2 min 72^0 
Anzahl der Zyklen: 35 

Das PGR Produkt wurde fur 2 h bei 37 "^C mit den Restriktionsenzymen Kpnt und Xhol 

inkubiert. Der Hefe-Expressionsvektor pYES2 wurde in gleichenA/eise inkubiert. 

AnschlieBend wurde das 1638 bp groBe PGR Produkt sowie der Vektor durch Agaro- 
1 0 se-Gelelektrophorese auf getrennt und die entspreciienden DNA-Fragmente ausge- 

schnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolge mittels Qiagen Gel purification Kit gemaB 
i Herstellerangaben. AnschlieBend wurden Vektor und A-4-Desaturase cDNA ligiert. 
' Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche venA/endet. Das entstandene Plasmid 

pYES2-EGD4-2 wurde durch Sequenzierung veriflziert und in den Saccharomyces 
15 Stamm SG334 durch Elektroporation (1500 V) transfomiiert. AnschlieBend wurden die 

Hefen auf Minimalmedium ohne Uracil ausplattiert. Zellen, die auf Minimalmedium 

ohne Uracil wachstumsfahlg waren, enthalten damit das Plasmid pYES2-EGD4-2. 

Beispiel 5: Klonierung von Expressionsplasmiden zur Samen-spezifischen - 
Expression in Pflanzen 

20 Fur die Transformation von Pflanzen wurde ein weiterer Transformationsvektor auf 
Basis von pSUN-USP erzeugt. Dazu wurde mit folgendem Primerpaar Notl- 
Schnittstellen am 5' und S'-Ende des kodierenden Sequenz eingefugt:. 

Fonward: 5'-GCGGGGGGATGTTGGTGGTGTTTGGCAA 
^ Reverse: 5*-GCGGGCGCATGACTTTTTGTGGGGG 
25 Zusammensetzung des PGR-Ansatzes (50 \}L): 

5,00 mL Template cDNA 

5,00 jjL IOx Puffer (Advantage-Polymerase)+ 25mM MgGI2 
5,00 pL 2mM dNTP 
1,25 |jL je Primer (10 pmol/pL) 
30 0,50 pL Advantage-Polymerase 



Die Advantage-Polymerase von Clontech wurden eingesetzt. 
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Reaktionsbedingungen der PGR: 

Aniagerungstemperatur: 1 min 55®C 

Denaturierungstemperatur: 1 min 94«C 

Elongationstemperatur: 2 min 72^0 

5 Anzahl der Zyklen: 35 

Das PGR Produkt wurde fur 16 h bei 37 °C mit den Restriktionsenzym NotI inkubiert. 
Der Pflanzen-Expressionsvektor pSUN300-USP wurde in gleiclienveise inkubiert. 
AnschlleBend wurde das 1642 bp grosse PGR Produkl sowie der 7624 bp groBe 
Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA- 
10 Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolge mittels Qiagen Gel 
purification Kit gemaB Herstellerangaben. AnsclilieBend wurden Vektor und A-4- 




Desaturase cDNA iigiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche venn^endet. 
Das entstandene Plasmid pSUN-EGD4-2 wurde durch Sequenzierung verif izierl. 



pSUN30G ist ein Derivat des Plasmides pPZP (Hajdukiewicz,P, Svab, Z, IVIaliga, P., 
15 (1 994) The small versatile pPZP family of Agrobacterium binary vectors forplant 

transformation. Plant Mol Biol 25:989-994). pSUN-USP entstand aus pSUNSOO, indem 
in pSUNSOO ein USP-Promotor als EcoRI- Fragment inseriert wurde. Das Poly- 
adenylierungssignal ist das des Octopinsynthase-Gens aus dem A. tumefaciens Ti- 
Plasmid (ocs-Temiinator, Genbank Accession V00088) (De Greve.H., Dhaese,P., 
20 Seurinck,J., Lemmers,M., Van Montagu,M. and Schell.J. Nucleotide sequence and 
transcript map of the Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid-encoded octopine 
synthase gene J. Mol. Appl. Genet 1 (6), 499-511 (1982) Der USP-Promotor entspricht 
den Nukleotiden 1-684 (Genbank Accession X56240), wobei ein Teil der nicht- 
codierenden Region des USP-Gens im Promoter enthalten ist. Das 684 Basenpaar 
25 groBe Promotorfragment wurde mittels kauflichen T7-Standardprimer (Stratagene) 

und mit Hilfe eines synthetisierten Primers uber eine PCR-Reaktion nach Standardme- 
k thoden amplifiziert. (Primersequenz: 5 - 

f GTCGACCCGCGGACTAGTGGGCCCTCTAGACCCGGGGGATCC 

GGATCTGCTGGCTATGAA-3'). Das PCR-Fragment wurde mit EcoRI/Sall nachge- 

30 schnitten und in den Vektor pSUNSOO mit CCS Terminator eingesetzt. Es entstand das 
Plasmid mit der Bezeichnung pSUN-USP. Das Konstrukt wurde zur Transformation 
von Arabidopsis thaliana, Raps, Tabak und Leinsamen verwendet. 

Beispiel 6: Erzeugung von transgenen Pflanzen 

a) Erzeugung transgener Rapspflanzen (verSndert nach Moloney et aL, 1992, Plant 
35 Cell Reports, 8:238-242) 

Zur Erzeugung transgener Rapspflanzen wurden blnSre Vektoren in Agrobacterium 
tumefaciens C58C1 :pQV2260 Oder Escherichia coli genutzt (Deblaere et al, 1984, 
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Nucl. Acids. Res. 13, 4777-4788). Zur Transformation von Rapspflanzen (Var. 
Drakkar, NPZ Norddeutsche Pflanzenzucht, Hohenlieth, Deutschland), wurde eine 
1:50 VerdQnnung einer Ubernachtkultur einer positlv transformlerten Agrobakle- 
rienkolonie In Murashige-Skoog Medium (Murashige und Skoog 1962 Physiol. 
5 Plant. 15, 473) mit 3 % Saccharose (3MS-Medium) benutzt. Petiolen oder Hypoko- 
tyledonen frisch gekeimter steriler Rapspflanzen (zu je ca. 1 cm^ warden in einer 
Petrischale mft einer 1:50 AgrobakterlenverdQnnung fOr 5-10 Minuten Inkubiert. Es 
folgt eine 3-tagige Colnkubatlon in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS-Medium mit 0,8 % 
Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde nach 3 Tagen mit 16 Stunden Licht / 8 Stunden 

10 Dunkelheit weitergefCihrt und in wochentiichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 
mg/l Claforan (Cefotaxime-Natrium), 50 mg/l Kanamycin, 20 mikroM Benzylamino- 
purin (BAP) und 1,6 g/l Glukose weitergefuhrt. Wachsende Sprosse wurden auf 
MS-Medium mit 2 % Saccharose, 250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto-Agar uber- 
fuhrt. Bildeten sich nach drei Wochen keine Wurzein, so wurde als Wachstums- 

15 hormon 2-lndolbuttersaure zum Bewurzeln zum Medium gegeben. 

Regenerierte Sprosse werden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Claforan 
erhalten, nach Bewurzelung in Erde uberfuhrt und nach Kultivierung fur zwei 
Wochen in einer Klimakammer oder im Gewachshaus angezogen, zur Blute 
gebracht, reif e Samen geemtet und auf A-4»Desaturase -Expression mittels 
Lipidanalysen untersucht. Linien mit erhohten Gehalten an oder Doppelbindungen 
an der A-4-position werden identifiziert. Es lasst sich in den stabil transformlerten 
transgenen Linien, die das Transgen funktionell exprimleren, ein erhohter Gehalt 
von Doppelbindungen an der A-4-position im Vergleich zu untransfomnierten 
Kontrollpflanzen feststeilen. 

b) Die Herstellung von transgenen Leinpflanzen konnen zum Beispiei nach der 
Methode von Bell et al., 1999, In Vitro Cell. Dev. BioL-Plant. 35(6):456-465 mittels 
particle bombartment erzeugt werden. Agrobakterien-vermittelte Transformationen 
konnen zum Beispiei nach MIynarova et al. (1994), Plant Cell Report 13: 282-285 
hergestellt werden. 

Beispiei 7: Lipidextraktion aus Hefen: 

Hefen, die wie unter Beispiei 4 mit dem Plasmid pYES-EGD4-2 transformiert wurden, 
wurden foigendermaBen analysiert: 

Die Hefezellen wurden fur zwei Tage in 1 ml Minimalmedium mit 0,2 % Raffinose 
angezogen und dann In 5 ml desselben Mediums uberfuhrt. Diese Kultur wurde bis zu 
35 einer OD600 von 0,05 f Or 6 h bei 30 °C angezogen. Es wurden dann 1 00 pM der 
Fettsaure-Substrate (67 pM fur 16:1 A7) zugegeben und die Expression der A-4- 
Desaturase durch Zugabe von 2 % Galaktose induziert. Die Zellen wurden dann 
4 Tage bei 15 °C inkubiert, geerntet, gewaschen mit 100 mM NaHC03 und fOr die 
Fettsaureanalyse mittels GC eingesetzt. 
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Fia 4 zeigt das Ergebnis der Fetlsaureanalyse. Dabei konnte gezeigt werden dass im 

dem Hefestamm mit dem pYES-EGD4-2 Konstrukt d.e 9f '^^Je Fett^^^^^^ DPA 
(Docosapentaensaure) zu DHA (Docosahexaensaure) desatunert wurde. 

Die Substrat Spezif itaten wurden durch FOtterung der transformierten Hef estamme 
mit den umSe^^^^^^^ Fettsauren ermittelt (Tab. 1). Bestimmt wurde dann die 
Sm^uuntder gefutterten Fettsauren zu ihren M desaturierten Produkten. 

Die Methodik 1st besct^rieben zum Beispiel in Napier and Micliae^on 2001 .U^^^^^^^^ 
et al., 1998, FEBS Letters. 439(3):215-218. 

Die Analyse der SubstratspezlM. zeigte, dass d« 07-08 DoppelWndung notwendlfl 1st 

fiir die Substraterkennung. 
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Tabelle 1 : Substratspezifitat der Euglena gracilis A4-Desaturase 




■ ^ Tr 

Gef Qtterte Fettsaure 




22:5A7,10,13,16,19 


"JO T /-U Q Q\ 1 


22:4A7,10,13.16 


2o,7 ^,d; I 


20:3 A8,11,14 


NICnT u6l6Mjoiuai 


,18:3A6.9,12 




18:2 A9,12 




18:1 A9 


Nicnt QeieKiieruai 


18:0 


Nicht detektieroar 


16:3A7.10,13 


21 ,4 (±3,3) 


16:1 A7 


" 7,4 (±0.8) 


16:1 A9 


' NIcht detekHerbar 


16:0 


Nicht detektierbar 




Beispiei 8: Positionsanalyse der A4-desaturierten FettsSuren 
gen: 

Gea,t3 Oer Besch«lbung In Belspie. 4 ™r*n 100 H».^^ «| 
Desaturase aus Hefe exprtimieren, mit 16:1 A7 bzw. ■"*J^'' ' ^ 
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10 





extrahlert PhosphatidylchoHn wurde getrocknet und in 50 pL 100 % Tnt.on-100 
reCendiert. Zu der Losung wurde 1 ml 50 mM HEPES. 2 mM CaGa und 
10000 Einheiten Lipase (Rhizopus arrhlzus delemar S.gma) ^^^^f^^'^^^J. 
Stunden Inkubation bei 37 wurde die Losung mit Essigs&ure (100 %) acdrfiziert 
und die l^^^^^^ freie Fettsauren mit Chlorofomi/ Methanol extrah.ert D.e fre.en 
TettstuiSn sol das entstandene Lysophosphatidylcholin wurden durch Dunn- 
LhTchte™^ getrennt. von der Platte gekratzt und durch GC analys.ert. 

Die Eraebnisse sind in Fig. 5 dargeslellt Daraus geht hervor. das die sn-2 Position urn 
dPn fSo?S sn 1 Posrtion bevorzugt wird. Damit konnte geze.gt 

JetLs dTe De^^^^^^^^ der Position 04-05 zum gr5Bten Tel. an Fettsauren .n 
der sn-2 Position erfolgt. 
Beispiel 9: Upidextraktlon aus Hefen und Samen: 

Analusetechniken sind dem Fachmann bekannt und umfassen SpeWroskopie uunn 

SSw^atographia, F8rt.ev9rtahren verschiedener Art. ^"^^l""!^ 

^k^bto^^he verfahren sowle analySscha Chromatographie, v»e Ho<=We.s^^- 

SSkScnromatographie (slehe beispieteweise A T a 

riusa a 443-613, VOH: Weinhe.m (1985), Fallon, A., et a.., 

^ a?d MdSraology, Bd. 17; Rehm el al. (1993) Biotechnology, Bd. 3 Kapte ill. 
■ ^^^uriSvery and ?^rification-, S. 469-714, VCH: Weinheim; Beiter, P.A e, al. 

0988) Biosepa-Sllons: downstream processing lor ^^'^'^'^^'J^'^^, 

k>ns; Kennedy, J.F., und Cabra., J.M.S. (1992) Recovery Prooesses fo ^olog«^ 

Matertals, John Wrley and Sons; Shaeiv*z J.A., und 
s oooratinn.; In- Ullmann's Enoycloped a of Industnal Chemistry, Bd. B3, rapnei 1 1 , o. 
' oJL^. F J- 0989) separation and puriflcaSon technrques 

in biotechnology, Noyes Publications). 

Neben den oben erwShnten Vertahren wer^n ^1™"'^*^"^^ l^'e 

Cnces In l"^^ Methodology, Ayr/Scotland: Oily P-^- W^iff^id^^^ 
Christie. William W., Gas Chromatography and "JP'^^-A Practical Gu.de ^^^^^^^ 
Scotland: Oily Press. 1989. Repr. 1992. IX. 307 S. (O' l\ j . 
K, -Progress in Lipid Research, Oxford: Pergamon Press. 1 (1952) - 16 (1977) u.d.T.. 
Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN. 
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Zusatzlich zur Messung des Endproduktes der Fermentation ist es auch moglich, 
andere Komponenten der Stoffwechselwege zu analysieren, die zur Produktion der 
gewOnschten Verblndung venwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, urn 
die Gesamteffizienz der Produktion der Verblndung zu bestimmen. 

5 Die Analyseverfahren umfassen Messungen der Nahrstoffmengen im Medium {z.B. 
Zucker, Kohlenwasserstoffe, Stickstoffquellen, Phosphat und andere lonen), Messun- 
gen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, Analyse der Produktion 
ubiicher Metabolite von Biosynthesewegen und Messungen von Gasen, die walirend 
der Fermentation erzeugt werden. Standardverfahren fur diese Messungen sind in 

10 Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury, 
Hrsgb., IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-192 (ISBN: 0199635773) und darin 
angegebenen Literaturstellen beschrieben. 

Ein Beispiei ist die Analyse von Fettsauren (Abkurzungen: FAME, Fettsauremethyles- 
ter; GC-MS, Gas-Flussigkeltschromatographle-Massenspeklrometrie; TAG, Triacylgly- 

•1 5 cerin; TLC, DOnnsch ichtchromatographie) . 
r Der unzweideutige Nachweis fur das Vorliegen von Fettsaureproduklen kann mittels 
Analyse rekombinanter Organismen nach Standard-Anaiyseverfahren erhalten werden: 
GC, GC-MS Oder TLC, wie verschiedentlich beschrieben von Christie und den 
Literaturstellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methodology, Vierte Aufl.: Christie, 
20 Oily Press, Dundee, 1 1 9-1 69; 1 998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie- 
Verfahren, Lipide 33:343-353). 

Das zu analysierende Material kann durch Ultraschallbehandlung, Mahlen in der 
Glasmuhle, flussigen Stickstoff und Mahlen Oder fiber andere anwendbare Verfahren 
aufgebrochen werden. Das Material muss nach dem Aufbrechen zentrifugiert werden. 
25 Das Sediment wird in Aqua dest resuspendiert, 10 min bei 100°C erhitzt, auf Eis 
abgekuhit und erneut zentrifugiert, gefolgt von Extraktion in 0,5 M Schwefelsaure In 
Methanol mit 2 % Dimethoxypropan fur 1 Std. bei 90°C, was zu hydrolysierten Ol- und 
Upidverbindungen fuhrt, die transmethylierte Lipide ergeben. Diese FettsSuremethyles- 

• ter werden in Petrolether extrahiert und schlieBlich einer GC-Analyse unter VenA^en- 
0 dung einer Kapillarsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 
mikrom, 0,32 mm) bei einem Temperaturgradienten zwischen 170°C und 240''C fur 
20 min und 5 min bei 240°C untenworfen. Die Identitat der erhaltenen Fettsauremethyl- 
ester muss unter Venwendung von Standards, die aus kommerziellen Quellen erhaltiich 
sind (d.h. Sigma), definiert werden. 

35 Pflanzenmaterial wird zunachst mechanisch durch Morsem homogenisiert, urn es einer 
Extraktion zugSnglicher zu machen. 

Dann wird 10 min auf 100°C erhitzt und nach dem Abkuhlen auf Eis emeut sedimen- 
tiert. Das Zellsediment wird mit 1 M methanolischer Schwefelsaure und 2 % Dimetho- 
xypropan 1h bei 90*^0 hydrolysiert und die Lipide transmethyliert. Die resultierenden 
40 Fettsauremethylester (FAME) werden in Petrolether extrahiert. Die extrahierten FAME 
werden durch GasflQssigkeitschromatographie mit einer Kapillarsaule (Chrompack, 
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WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0,32 mm) und einem Temperaturgradien- 
ten von 170°C auf 240°C in 20 min und 5 min bei 240''C analysiert. Die tdentit§t der 
Fettsauremethylester wird durch Vergleich mit entsprechenden FAME-Standards 
(Sigma) bestatigt. Die Identitat und die Position der Doppelbindung i<ann durcii 
geeignete ciiemische Derivatisierung der FAI\/1E-Gemisclie z.B. zu 4,4-Dimethoxy- 
oxazolin-Derivaten (Ciiristie, 1998) mittels GC-I^S weiter analysiert werden. 
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PatentansprOche 

1 . Isolierte Nukleinsauresequenzen, die f iir Polypeptide mit A-4- 
Desaturaseaktivitdt codieren, ausgewShlt aus der Gruppe: 

a) einer Nukleinsduresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten - 
5 Sequenz, 

b) Nul<leinsauresequen2en, die sich als Ergebnis des degenerierten - 
genetischen Codes von der In SEQ ID NO: 1 enthaltenden codieren- 
den Sequenz ableiten tassen, oder 

c) Derivate der In SEQ ID NO: 1 dargestellten Nuklelnsfiuresequenz, die 
1 0 fur Polypeptide mit der In SEQ ID NO: 2 dargestellten AminosSure- 

sequenzen codieren und mindestens 40 % Homologie auf Amino- 
sSureebene mit SEQ ID NO: 2 aufweisen und eine A-4-Desaturase- 
ktivitSt aufweisen. 

2. Isolierte NukleinsSuresequenz nach Anspruch 1 , wobei die Sequenz von 
15 einer Pflanze stammt. 

3. Isolierte NukleinsSuresequenz nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die Sequenz 
aus der Klasse der Euglenophyceae stanfimt. 

4. AminosSuresequenz, die von einer isollerten Nukleinsauresequenz nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 codiert wird. 

20 5. Genkonstrukt, enthaltend eine isolierte NukleinsSure nach einem der Anspru- 
che 1 bis 3, wobei die NuklelnsSure funktionsfShig mit einem oder mehreren 
Regulatlonsslgnalen verbunden ist. 

6. Genkonstrukt nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass das Nuklein- 
sSurekonstrukt zusStzliche Biosynthesegene des Fettsaure- oder Lipidstoff- 
wechsels enthalt ausgewahit aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), 
Acyl-ACP[= acyl carrier protein]-Desaturase(n), Acyl-ACP-Thioesterase(n), 
Fetts§ure-Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipld- 
Acyltransferase(n), Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl- 
Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure- 
30 Desaturase(n), FettsSure-Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol- 

Lipasen, Allenoxid-Synthasen. Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsaure- 
ElongaseCn). 
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7. Genkonstnjkl nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Nukleinsdurekonstrukt zusatzliche Biosynthesegene des FettsSure- Oder - 
Lipidstoffwechseis enthSIt ausgewahit aus der Gruppe der A-4-Desaturase-, 
A-5-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-8-Desatuase-, A-9-Desaturase-, A-12- 
Desaturase-, A-5-Elongase-, A-6-Elongase- Oder A-9-Elongase. 

8. Vektor, enthaltend eine Nukleins§ure nach den Anspruchen 1 bis 3 oder ein 
Genkonstrukt nach Anspruch 5. 

9. Transgener nteht-humaner Organismus, enthaltend mindestens eine Nuklein- 
sSure nach den Anspruchen 1 bis 3, ein Genkonstrukt nach Anspruch 5 Oder 
einen Vektor nach Anspruch 8. 

1 0. Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 8, wobei der Orga- 
nismus ein Mikroorganismus. ein nicht-humanes Tier Oder eine l=»flanze ist. 

1 1 . Transgener nicht-humaner Organismus nach Anspruch 9 oder 1 0, wrabei der 
Organismus eine Pflanze ist. 

12. Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesattigten Fettsauren, wobei das 
Verfahren das ZOchten eines transgenen Organismus umfasst, der eine - 
Nukleinsaure nach den AnsprQchen 1 bis 3, ein Genkonstrukt nach An- 
spmch 5 Oder einen Vektor nach Anspruch 8 umfasst, kodierend eine A-4- 
Desaturase, die spezifisch w-S-Fettsauren desaturiert, und wobei durch die 
Aktivltat der A-4-Desaturase mehrfach ungesattigte FettsSuren in dem Orga- 
nismus gebildet werden, die einen erhdhten Gehalt an u)-3-Fettsauren auf- 
welsen. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 12, wobei im Verfahren DocosahexaensSure 
hergesteliten wird. 

1 4. Verfahren nach Anspruch 1 2 oder 1 3, wobei die mehrfach ungesattigten 
FettsauremolekQIe aus dem Organismus in Form eines 6ls, Upids oder einer 

* frelen FettsSure isoliert werden. 

1 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 2 bis 1 4, wobei der Organismus ein 
Mikroorganismus, ein nicht-humanes Tier oder eine Pflanze ist. 

1 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 2 bis 1 5, wobei der Organismus eine 
transgene Pflanze ist. 

17. 6l, LIpide oder Fettsauren oder eine Fraktion davon, hergestellt durch das 
Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 16. 

18. 01-, Lipid- Oder Fettsaurezusammensetzung, die PUFAs hergestellt nach 
einem Verfahren nach einem der AnsprOche 12 bis 16 umfasst und von trans- 
genen RIanzen stammt. 
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1 9. Verwendung von 6l, Lipide Oder Fettsauren gemaB Anspruch 17 Oder OI-, 
Lipid- Oder Fettsaurezusammensetzung gemaS Anspruch 18 In Futter, - 
Nahrungsmittein, Kosmetika Oder Phannazeutika. 
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A-4-Desaturasen aus Euglena gracilis, exprimierende Pflanzen und PUFA enttialtende 
Ole 

Zusammenfassung 

Die vorllegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur spezifischen Her- 
stellung von ungesattigten co-S Fettsauren sowie ein Verfaliren zur Herstellung von 
Triglyceriden mit einem erhohten Geliait an ungesattigten Fettsauren, besonders von 
00-3 Fettsauren mit melir als drei Doppelbindungen. Die Erfindung betrifft die Her- 
stellung eines transgenen Organismus bevorzugt einer transgenen Pf lanze Oder eines 
transgenen Mikroorganlsmus mit erhShtem Gehalt an Fettsauren, Olen oder Upiden 
mit A-4-Doppelblndungen aufgrund der Expression einer A-4-Desaturase aus Euglena 
gracilis. 

AuQerdem betrifft die Erfindung Expressionskassetten enthaltend eine NukleinsSure- 
sequenz, einen Vektor und Organismen enthaltend mindestens eine Nukleinsaure- 
sequenz bzw. eine Expressionskassette. AuBerdem betrifft die Erfindung ungesattigte 
Fettsauren sowie Triglyceride mit einem erhShten Gehalt an ungesattigten FettsSuren 
und deren Verwendung. 

Fettsauren und Triglyceride haben eine Vielzahl von Anwendungen in der Lebens- 
mlttellndustrie, der TieremShrung, der Kosmetik und im Phamiabereich. Je nachdem 
ob es sich um frele gesSttigte oder ungesattigte Fettsauren oder um Triglyceride mit 
einem erhShten Gehalt an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren handelt, sind sie 
fOr die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. 



BASF Plant Science GmbH 



20030192 



PF 54442 DE 



SBQXJENCE LISTING 



<110> BASF Plant Science GtnbH 



<120> Delta-4-Desaturasen aus Euglena gracilis, exprimierende Pflanzen 
tmd PUFA entlialtende die 



<130> 20030192 



<160> 2 



<170> Patentin version 3.1 



<210> 1 

<211> 1626 

<212> DNA 

<213> Euglena gracilis 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1623) 

<223> Delta-4-Desaturase 



<400> 1 

atg ttg gtg ctg ttt ggc aat ttc tat gtc aag caa tac tec caa aag 48 
Met Leu Val Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Lys Gin Tyr Ser Gin Lys 
15 10 15 

aac ggc aag ccg gag aac gga gcc acc cct gag aac gga gcg aag ccg 96 
Asn Gly Lys Pro Glu Asn Gly Ala Thr Pro Glu Asn Gly Ala Lys Pro 
20 25 30 

caa cct tgc gag aac ggc acg gtg gaa aag cga gag aat gac acc gcc 144 
Gin Pro Cys Glu Asn Gly Thr Val Glu Lys Arg Glu Asn Asp Thr Ala 
35 40 45 

aac gtt egg ccc acc cgt cca get gga cec ccg ccg gcc acg tac tac 192 
Asn Val Arg Pro Thr Arg Pro Ala Gly Pro Pro Pro Ala Thr Tyr Tyr 
50 55 60 

gac tec ctg gca gtg teg ggg cag ggc aag gag egg ctg ttc acc acc 240 
Asp Ser Leu Ala Val Ser Gly Gin Gly Lys Glu Arg Leu Phe Thr Thr 
65 70 75 80 
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I- z z z ?s z s: »u r„ s 

100 

„^ ate acg ctg ggc ctt gga agg gac tgc aca ate etc ate 384 
ggc ggt gtc ate acg ccg gg « atct Asp Cys Thr lie Leu He 

Gly Gly Val He Thr Leu Gly Leu Gly Arg asp v-y 



115 120 



gag 
Olu 



- z r» S 5S 2« z H ss 



130 



135 



ego att ggt acg ctg cag gac ccc aag a^ tte tat get tgg gga gag 
Arg He Gly Thr Leu Gin Asp Pro Lys Thr Phe Tyr Axa rp y 
145 "0 155 

. ttc tae act gag ttg aag ego egg gcc ctt gca agg ctg aag 

tec gat ttc cac cct = ,t_t«.ii Ala Ara Leu Lys 

Ser-Asp Phe Tyr Pro Qlu Leu Lys Arg Arg Ala Leu Ala Arg L^^ 

165 

S Z Z 1% IZ Z Z Tl Zl Z Z Z 

180 

4-*-^ i-i-n crta tea tag tac atg tgg gtg gcc cac aag 
S Z ^ Z S: ;S ^ TV. K=. T„ V.1 His ..S 



432 



480 



528 



576 



195 



200 205 



- z z SI s: r.: z z z z z z z z z 

210 215 220 

- z z z z z z z z z z z z z z 

225 230 235 

ctg gtg aae egc ctg gcg ggg tgg ggc atg gac ttg ate ggc gcg teg 
?a? Asn Arg Leu Ala Gly Trp Gly Met Asp Leu He Gly Ala Ser 

245 250 

tee acg gtg tgg gag tae cag cac gtc ate ggc eac eae cag ^c ^c 
Ser Thr Val Trp Glu Tyr Gin His Val He Gly Hxs His Gin x-y 
260 265 

4.*.„ any eta ect gag aae gat cog gac 

- z z zzz z z z «o - ^ 

275 280 
gtc ttc tec age tac ccg ctg atg cgc atg cac ccg gat acg gcg tgg 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 
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Val Phe Ser Ser Tyr Pro Leu Met Arg Met His Pro Asp Ihr Ala Trp 
290 295 300 

cag ccg cac cac cgc ttc cag cac ctg ttc gcg ttc cca ctg ttc gcc 
Gin Pro His His Arg Phe Gin His Leu Phe Ala Phe Pro Leu Phe Ala 
305 310 315 320 

ctg atg aca ate age aag gtg ctg acc age gat ttc get gtc tgc etc 
Leu Met Thr lie Ser Lys Val Leu Thr Ser Asp Phe Ala Val Cys Leu 
325 330 335 

age atg aag aag ggg tec ate gac tgc tec tec agg etc gtc cca ctg 
ser Met Lys Lys Gly Ser lie Asp Cys Ser Ser Arg Leu Val Pro Leu 
340 345 350 

gag ggg cag ctg ctg ttc tgg ggg gcc aag ctg gcg aac ttc ctg ttg 
Glu Gly Gin Leu Leu Phe Trp Gly Ala Lys Leu Ala Asn Phe Leu Leu 
355 360 365 

cag att gtg ttg cca tgc tac etc cac ggg aca get atg gge ctg gee 
Gin He val Leu Pro Cys Tyr Leu His Gly Thr Ala Met Gly Leu Ala 
370 375 380 

etc ttc tct gtt get cac ett gtg teg ggg gag tac etc gcg ate tgc 
Leu Phe ser Val Ala His Leu Val Ser Gly Glu Tyr Leu Ala He Cys 
385 390 395 

ttc ate ate aac cac ate age gag tct tgt gag ttt atg aat aca age 
Phe Se lie Asn His He Ser Glu Ser Cys Glu Phe Met Asn Thr Ser 
405 410 

ttt caa ace gee gee egg agg aca gag atg ctt cag gca gca cat cag 
Phe Gin Thr Ala Ala Arg Arg Thr Glu Met Leu Gin Ala Ala Hxs Gin 
420 425 430 

gca gcg gag gee aag aag gtg aag ece acc cet cca ccg aac gat tgg 
Ala Ala 111 Ala Lys Lys Val Lys Pro Thr Pro Pro Pro Asn Asp Trp 



435 



440 445 



get gtg aca eag gtc caa tgc tgc gtg aat tgg aga tea ggt ggc gtg 
Ala ?2 ?hr Gin Val Gin Cys Cys Val Asn Trp Arg Ser Gly Gly Val 

4o0 



450 



455 



tta gcc aat cac etc tct gga ggc ttg aac cac cag ate gag cat cat 
Tel Ala His Leu Ser Gly Gly X.eu Asn His Gin lie Glu Hxs Hxs 



465 



470 



475 



ctg ttc cec age ate teg eat gee aac tac ece ace ate gee cet gtt 
Leu Phe pro Ser He Ser His Ala Asn Tyr Pro Thr He Ala Pro Val 
485 490 495 

ata aag gag gtg tgc gag gag tac ggg ttg ccg tac aag aat tac gtc 
va? L^ gS V.l cys Glu Glu Tyr Gly Leu Pro Tyr Lys Asn Tyr Val 
500 5XU 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 
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acg ttc tgg gat gca gtc tgt ggc atg gtt cag cac etc egg ttg atg • 1584 
Thr Phe Trp Asp Ala Val Cys Gly Met Val Gin His Leu Arg Leu Met 
515 520 525 

ggt get cca ccg gtg cca acg aac ggg gac aaa aag tea taa 1626 
Gly Ala Pro Pro Val Pro Thr Asn Gly Asp Lys Lys Ser 
530 535 540 



<210> 2 
<211> 541 
<212> PRT 

<213> Euglena gracilis 
<400> 2 

Met Leu Val Leu Phe Gly Asn Phe Tyr Val Lys Gin Tyr Ser Gin Lys 
15 10 15 



Asn Gly Lys Pro Glu Asn Gly Ala Thr Pro Glu Asn Gly Ala Lys Pro 
20 25 30 



Gin Pro Cys Glu Asn Gly Thr Val Glu Lys Arg Glu Asn Asp Thr Ala 
35 40 45 



Asn Val Arg Pro Thr Arg Pro Ala Gly Pro Pro Pro Ala Thr Tyr Tyr 
50 55 60 



Asp Ser Leu Ala Val Ser Gly Gin Gly Lys Glu Arg Leu Phe Thr Thr 
65 * 70 75 80 



Asp Glu Val Arg Arg His lie Leu Pro Thr Asp Gly Trp Leu Thr Cys 
85 90 95 



His Glu Gly Val Tyr Asp Val Thr Asp Phe Leu Ala Lys His Pro Gly 
100 105 110 



Gly Gly Val He Thr Leu Gly Leu Gly Arg Asp Cys Thr He Leu lie 
115 120 125 
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Glu Ser Tyr His Pro Ala Gly Arg Pro Asp Lys Val Met Glu Lys Tyr 
130 135 140 



Arg lie Gly Thr Leu Gin Asp Pro Lys Thr Phe Tyr Ala Trp Gly Glu 
145 150 155 160 



Ser Asp Phe Tyr Pro Glu Leu Lys Arg Arg Ala Leu Ala Arg Leu Lys 
165 170 175 



Glu Ala Gly Gin Ala Arg Arg Gly Gly Leu Gly Val Lys Ala Leu Leu 
180 185 190 



Val Leu Thr Leu Phe Phe Val Ser Trp Tyr Met Trp Val Ala His Lys 
195 200 205 



Ser Phe Leu Trp Ala Ala Val Trp Gly Phe Ala Gly Ser His Val Gly 
210 215 220 



Leu ser He Gin His Asp Gly Asn His Gly Ala Phe Ser Arg Asn Thr 
225 230 235 240 



Leu Val Asn Arg Leu Ala Gly Trp Gly Met Asp Leu He Gly Ala Ser 
245 250 255 



Ser Thr Val Trp Glu Tyr Gin His Val He Gly His His Gin Tyr Thr 
260 265 270 



Asn Leu Val Ser Asp Thr Leu Phe Ser Leu Pro Glu Asn Asp Pro Asp 
275 280 285 



Val Phe Ser Ser Tyr Pro Leu Met Arg Met His Pro Asp Thr Ala Trp 
290 295 300 



Gin Pro His His Arg Phe Gin His Leu Phe Ala Phe Pro Leu Phe Ala 
305 310 315 320 



Leu Met Thr lie Ser Lys Val Leu Thr Ser Asp Phe Ala Val Cys Leu 
325 330 335 



Ser Met Lys Lys Gly Ser He Asp Cys Ser Ser Arg Leu Val Pro Leu 
340 345 350 
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Glu Gly Gin Leu Leu Phe Trp Gly Ala Lys Leu Ala Asn Phe Leu Leu 
355 360 365 



Gin lie Val Leu Pro Cys Tyr Leu His Gly Thr Ala Met Gly Leu Ala 
370 375 380 



Leu Phe Ser Val Ala His Leu Val Ser Gly Glu Tyr Leu Ala He Cys 
385 390 395 400 



Phe He He Asn His lie Ser Glu Ser Cys Glu Phe Met Asn Thr Ser 
405 410 415 



Phe Gin Thr Ala Ala Arg Arg Thr Glu Met Leu Gin Ala Ala His Gin 
420 425 430 



Ala Ala Glu Ala Lys Lys Val Lys Pro Thr Pro Pro Pro Asn Asp Trp 
435 440 445 



Ala Val Thr Gin Val Gin Cys Cys Val Asn Trp Arg Ser Gly Gly Val 
450 455 460 



Leu Ala Asn His Leu Ser Gly Gly Leu Asn His Gin He Glu His His 
465 470 475 480 



Leu Phe Pro Ser He Ser His Ala Asn Tyr Pro Thr He Ala Pro Val 
485 490 495 



Val Lys Glu Val Cys Glu Glu Tyr Gly Leu Pro TVr Lys Asn Tyr Val 
500 505 510 



Thr Phe Trp Asp Ala Val Cys Gly Met Val Gin His Leu Arg Leu Met 
515 520 525 



Gly Ala Pro Pro Val Pro Thr Asn Gly Asp Lys Lys Ser 
530 535 540 
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